



































































































































































































































































auch  als  Rouget‐Zellen  oder  Muralzellen  bezeichnet,  beschrieben  (Eberth,  1871;  Rouget, 
1873).  Zimmermann  führte  1923  für  diesen  Zelltyp  den  noch  heute  verwendeten  Begriff 


















Es  wurde  bereits  1961  beschrieben,  dass  Perizyten  z.  B.  im  Herz,  Skelettmuskeln,  in  der 
Lunge,  der  Niere,  im  Gehirn  und  in  allen  okularen  Geweben,  insbesondere  der  Retina 
vorkommen (Cogan et al., 1961; Donahue & Pappas, 1961; Sims, 2000). Perizyten spielen bei 
verschiedenen  vaskulären  Signalwegen  und  der  Aufrechterhaltung  der  Homöostase,  der 
Blut‐Hirn  (BHS)  sowie  der  Blut‐Retina  Schranke  (BRS),  dem  intraokularen  Druck,  der 
Angiogenese  und  Neovaskularisierung  eine  wichtige  Rolle  (Fisher,  2009;  Krueger  & 
Bechmann, 2010). In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Perizyten des zentralen 
Nervensystems  dem  Knochenmark  entstammen  und  als  Stammzellen  im  adulten  Gehirn 
fungieren (Dore‐Duffy et al., 2006 und 2008). Aufgrund ihrer Funktion im Zusammenhang 
mit der Kontraktion der Gefäße und ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften sowie dem 









Membran  finden  sich  kernnah  vesikelartige  Einstülpungen  (Abbildung  1.1).  Neben 
zahlreichen Mitochondrien, freien und membranständigen Ribosomen, endoplasmatischem 
Retikulum,  Golgi‐Apparat  und  Zentriolen  besitzen  Perizyten  Mikrofilamente  aus 
kontraktilen Proteinen. In Perizyten wird sowohl das α‐smooth muscle (SM) Aktin, als auch 
das  nicht‐SM‐Aktin  und  Myosin  exprimiert.  α‐smooth  muscle‐Aktin  ist  eine  Isoform  des 
Aktins, welches typischerweise in glatten Muskelzellen vorkommt und für die kontraktilen 
Eigenschaften  dieser  Zellen  verantwortlich  ist.  Die  nicht  SM‐Aktin‐Proteine  werden 
hingegen  nicht  in  glatten  Muskelzellen  exprimiert  (Frank  et  al.,  1990;  Skalli  et  al.,  1990; 
Bandopadhyay  et  al.,  2001).  Von  den  in  die  Basalmembran  eingebetteten  Zellkörpern 
erstrecken sich lange Fortsätze zu den darunter liegenden Endothelzellen aus. Diese stehen 
im  direkten  Kontakt  zu  den  Endothelzellen  (Abbildung  1.1).  Dabei  sind  die  Perizyten 
zirkulär ausgerichtet und bilden mit den Endothelzellen verschiedene Verbindungen, wie 
tight  junctions,  gap‐junctions,  Adhäsionsplaques  sowie  „peg  and  socket“ ‐  Invaginationen 




die  Aufrechterhaltung  des  vaskulären  Systems  durch  Sekretion  von  Wachstumsfaktoren 
sowie der Modulation der extrazellulären Matrix (Hellstrom, 1999; Darland et al., 2001 und 
2003; Scheef et al., 2009). Die Assoziation von Perizyten mit Endothelzellen ist essentiell für 
die  Proliferation,  Morphologie,  Motalität  und  den  Metabolismus  vor  allem  in 
mikrovaskulären Endothelzellen während der Angiogenese. Insbesondere im verwundeten 
und  erkrankten  Gewebe,  wie  bei  der  Tumorgenese,  der  Alzheimer  Erkrankung,  der 
Mikroangiopathie  bei  Diabetes,  der  Multiplen  Sklerose  und  bei  Infektionen,  ist  das 
Zusammenspiel  dieser  beiden  Zelltypen  von  entscheidender  Bedeutung  (DeNofrio  et  al, 
1989; Allt & Lawrensen, 2001; Kane et al, 2008). Weiterhin wurde der Einfluss von Perizyten 
bei  inflammatorischen  Prozessen  nachgewiesen.  Zytokine  bewirken  eine  morphologische 
Änderung  der  Perizytenform  und  eine  Umbildung  der  endothelialen  Kontakte.  Die 
Perizytenfortsätze sind dann vermehrt in der Nähe interendothelialer Spalten zu finden, die 








Die  innersten  Schichten  des  Auges  bilden  das  retinale  Pigmentepithel  und  die  Netzhaut 
(Retina), die den Glaskörper umschließen (Abbildung 1.2). Die Retina gliedert sich dabei in 
die  vorderen  lichtunempfindlichen  Abschnitte  pars  caeca  und  den  hinteren  licht‐


































































Abbildung  1.3:  Schematische  Darstellung  der  Retina.  (A)  Retinale  Perizyten,  (B)  mikrovaskuläre 
Endothelzellen  (  B  innere  Blut‐Retina  Schranke)  und  (C)  die  retinalen  Pigmentepithelzellen  (  A 
äußere Blut‐Retina‐Schranke) sind wichtige Zelltypen der Retina. Abk.: 1, choriocapillaris; 2, Bruch´sche 
Membran; 3,  retinales  Pigmentepithel; 4,  äußere  Segmente  der  Stäbchen  und  Zapfen; 5,  membrana 
limitans  externa;  6,  Müller´s  Glia;  7,  Zapfen;  8,  Stäbchen;  9,  erste  synaptische  Kontaktzone;  10, 
horizontale Zelle; 11, amakrine Zelle; 12, bipolare Zelle; 13, Ganglion Zelle; 14, retinale Kapillare mit 




wichtigsten  Regionen  im  Auge.  Sie  wird  durch  die  zonulae  occludentes  (tight  junctions) 
zwischen  den  Endothelzellen  der  intraretinalen  Kapillaren  gebildet  und  durch  die  tight 
junctions  der  retinalen  Pigmentepithelzellen  (RPE)  (Abbildung  1.3).  Diese  Barriere 
funktioniert  ähnlich  wie  die  Blut‐Hirn  Schranke,  kann  aber  bei  Durchblutungsstörungen, 








verzweigten  Netzwerk  direkt  unter  der  Retina  und  den  RPE  angeordnet.  Dadurch  tritt 
Plasma aus der choriocapillaris aus und sammelt sich unter dem RPE, welches mit seinen tight 
junctions und vielen Transportsystemen die äußere Blut‐Retina Schranke bildet. Die innere 
Blut‐Retina  Schranke  wird  dahingegen  direkt  durch  die  retinalen  Endothelzellen  und 
Perizyten gebildet (Crane et al., 2000; Allt & Lawrenson, 2001; Bandopadhyay et al., 2001). 
Die Retina ist ein sehr komplexes, sensorisches Organ. Für ihre physiologische Funktion sind 
die  Neurone  in  einer  Schichtenstruktur  organisiert.  So  wird  die  Entwicklung  der 





zwischen  Netzhaut  und  Bruchʹscher  Membran.  Die  Zellen  sind  über  tight  junctions  fest 
verbunden,  so  dass  Substrate  nur  durch  aktiven  Transport  in  den  Pigmentepithelzellen 
zwischen Netzhaut und Bruchʹscher Membran transportiert werden können (äußere Blut‐
Retina  Schranke).  Ein  wesentliche  Aufgabe  der  Pigmentepithelzellen  ist  es,  die 
abgeschnürten  Endstücke  der  Photorezeptor‐Außensegmente  zu  phagozytieren  und 
innerhalb der Pigmentepithelzelle abzubauen. Retinale Perizyten sind ebenfalls über tight 




B  mRNA‐editierendes  Enzym,  katalytisches  Polypeptid  3)  in  retinalen  Endothelzellen, 
Pigmentepithelzellen und in Perizyten exprimiert wird und so die Zellen antiviral vor einer 











in  RPE  Zellen,  so  dass  die  Interferon‐γ  vermittelte  Hochregulierung  des  humanen 
Leukozyten Antigens (HLA) der Klasse II inhibiert wird (Gabrielian et al., 1994). Einer der 
wichtigsten  Signalwege  ist  die  Expression  von  FasL  in  RPE,  welcher  Apoptose  induziert 
(Jorgensen et al., 1998).  
In  der  Retina  befindet  sich  mit  41%  die  höchste  Dichte  von  Perizyten  im  menschlichen 
Körper (Berrone et al, 2009).  Die Anzahl und zahlreichen Funktionen der Perizyten zeigen, 

















Die  opportunistische  Infektion  des  Zytomegalievirus  stellt  eine  der  bedeutendsten 
Erkrankungen  bei  AIDS‐  und  Transplantationspatienten,  die  mit  immunsuppressiven 
Medikamenten  behandelt  werden,  und  bei  immunsupprimierten  Patienten  dar.  AIDS‐
Patienten  erkranken  häufiger  an  einer  HCMV‐Retinitis,  als  andere  immunsupprimierte 
Patienten. Vor Etablierung der HAART (Hochaktive anti‐retrovirale Therapie) erkrankten 
30%  der  HIV‐infizierten  Patienten,  deren  Blut  weniger  als  50  CD4+T‐Lymphozyten  (T‐
Helferzellen)  pro μ l  enthielt,  an  einer  HCMV‐Retinitis.  Seit  Mitte  der  90er  Jahre  ist  das 





bei  anderen  Herpesviren,  kann  nach  einer  HCMV‐Primärinfektion  eine  latente  Infektion 
folgen. Ist das Immunsystem geschwächt, kommt es zur Infektion verschiedener Organe. In 
Patienten mit AIDS ist in 75‐85% der Fälle das Zielorgan die Retina. HCMV erreicht die 




und  den  retinalen  Pigmentepithelzellen  gewähren.  Eine  Zerstörung  der  Retina  kann  zur 
Fas/Fas‐Liganden (FasL) vermittelten Apoptose führen. Die HCMV infizierten Zellen können 
die Sekretion von FasL erhöhen. Daraus resultiert das Absterben der umliegenden Zellen 
durch  Apoptose  (Chiou  et  al.,  2001).  Gleichzeitig  konnte  gezeigt  werden,  dass  das 






Veränderungen  oder  Blutungen  zu  sehen.  Charakteristisch  ist  ein  Mischbild  aus  weißen 



























und  Infiltraten  zu  erkennen.  Des  Weiteren  sind  die  Kapillaren  und  Venolen  nicht  mehr  von 





Polymerase‐Inhibitoren,  welche  die  HCMV‐Replikation  blockieren.  Fomivirsen  ist  ein 
Antisense‐Oligonukleotid,  das  direkt  die  IE2  Gen‐Transkription  blockiert  und  somit  sehr 
effektiv  ist.  Die  Lokalisation  der  Infektion  am  Auge  macht  eine  besondere  Therapieform 
möglich.  Hierbei  wird  ein  Implantat  in  den  Glaskörper  des  Auges  eingesetzt,  welches 
kontinuierlich  über  mehrere  Monate  den  Wirkstoff  direkt  an  der  Netzhaut  freisetzt.  Ein 
Problem  der  Therapie  stellt  die  Resistenzentwicklung  dar.  Eine  Virostatika‐Resistenz  tritt 
äußerst  selten  bei  Patienten  in  der  Zeit  der  Diagnose  und  der  antiviralen  Therapie  auf. 
Allerdings entwickeln etwa 25% der Patienten in der Zeit vor der HAART, innerhalb eines 
Jahres nach Therapie, eine Resistenz. Diese entsteht durch Mutationen in den Genen UL97 
(kodiert  für  die  Phosphotransferase)  und  UL54  (DNA‐Polymerase).  Die 
Resistenzentwicklung  zu  HCMV‐Virustatika  ist  mit  einem  erhöhten  Risiko  einer 











Das  humane  Zytomegalievirus  gehört  zur  Familie  der  Herpesviren  (Herpesviridae)  und 





gemäß  ihrer  unterschiedlichen  biologischen  Merkmale,  wie  die  Pathogenität,  den 
Wirtszelltropismus  und  die  genetischen  Eigenschaften  nach  der  Klassifikation  durch  die 
Herpesvirus Study Group des International Committee on Taxonomy of Viruses in die Subfamilien 
α‐, β ‐ ,  und γ ‐ Herpesvirinae  (Roizman  &  Baines,  1991).  Das  HCMV  gilt  als  einer  der 
wichtigsten Vertreter der β‐Herpesvirinae. Es zeigt eine strikte Wirtsspezifität und zeichnet 
sich  durch  seinen  langsamen  Replikationszyklus  aus  (Ho,  1991;  Mocarski,  1993).  Das 
humane Zytomegalievirus kommt in allen Bevölkerungsschichten vor und ist ein ubiquitäres 
Pathogen. Die Durchseuchung bzw. Seroprävalenz liegt in den Industrieländern bei 50‐ 60% 
und  in  den  Entwicklungsländern  nahezu  bei  100%  (Pass,  2001;  Mocarski  et  al.,  2007; 
Söderberg‐Naucler  et  al.,  2007).  Wie  alle  Herpesviren,  besitzt  HCMV  die  Fähigkeit  nach 
erfolgter  Primärinfektion  im  Wirt  lebenslang  zu  persistieren.  Im  gesunden  Organismus 
verläuft  die  Primärinfektion  inapparent.  Unter  bestimmten  Bedingungen,  wie  Stress  und 
systemischen Entzündungen, kann das Virus reaktiviert werden und zu einem ausgeprägten 
Krankheitsbild, der Mononukleose, führen (Cohen & Corey, 1985; Prösch, 2000; Sisson et al., 
2002).  In  immunsupprimierten  Personen,  insbesondere  Transplantations‐  und  AIDS‐
Patienten kommt es häufig zu schwerwiegenden klinischen Verlaufsformen bis hin zum Tod 






Infektion  von  Säuglingen.  Durch  eine  Reaktivierung  oder  einer  Primärinfektion  in  der 




Eggers, 2001).  Von  den  meisten  infizierten  Säuglingen,  weisen  10%  Geburtsdefekte,  wie 
Wachstums‐störungen,  Taubheit,  Mikrozephalie  oder  Chorioretinitis  auf  (Demmler,  1991; 
Peckham,  1991;  Damato  &  Winnen,  2002;  Vochem,  2003;  Arvin  et  al.,  2004;  Malm  & 
Engmann, 2007). Bei Transplantationsvaskulopathien spielt HCMV eine große Rolle. Dabei 












Abbildung  1.5:  Schematische  Darstellung  eines  HCMV‐Partikels.  Das  doppelsträngige  DNA  (ds 




Das  150  bis  200  nm  große  HCMV‐Virion  (Abb.  1.5)  ist  von  einer  Lipiddoppelschicht 
umgeben, in die etwa neun Glykoproteine verankert sind. Das Glykoprotein B gilt als stark 
konserviert  und  stellt  zudem  das  wichtigste  Antigen  der  neutralisierenden  humoralen 
Immunantwort dar (Wright et al., 1964; Chang et al., 1989; Spadera et al., 2002). Die darunter 
liegende  amorphe  Matix,  welche  aus  ca.  25  Tegumentproteinen  besteht,  umgibt  das 
ikosaedrische Nukleokapsid mit der doppelsträngigen linearen DNA. Es kodiert für ca. 200 




























Abbildung  1.6:  Infektionszyklus  des  HCMV.  Schritte  1  bis  4  IE‐  und  E‐Phase:  (1)  Adsorption;  (2) 
Fusion mit der Zytoplasmamebran und Freisetzung des Nukleokapsids mit Tegumentproteinen ins 
Zytoplasma; (3) Andocken des Kapsids an den Kernporenkomplex; (4) Freisetzung der DNA, Beginn 
der  kaskadenartigen  Genexpression;  (5)  Replikation  der  DNA  und  Einsetzen  der  L‐Phase;  (6) 
Knospung  an  der  inneren  Kernmembran  in  den  perinukleären  Raum    erste  Hüllmembran;  (7) 
Freisetzung  an  der  äußeren  Hüllmembran  unter  Verlust  der  Hülle;  (8)  Finale  Behüllung  an 







Adsorption  des  Virus  an  die  Wirtszelle  basiert  aus  der  Interaktion  des 
Glykoproteinkomplexes  gCI  sowie  dem  gCII  mit  dem  zellulären  Heparansulfat‐
Proteoglykanen  (Deepak  et  al.,  2001).  Diese  unspezifische  Bindung  bedingt  eine 
Wechselwirkung  zwischen  dem  Glykoprotein  B  und  einen  bislang  nicht  eindeutig 
identifizierten Rezeptor. Diesbezüglich wurden unter anderem der epidermal growth factor 
receptor (EGFR) sowie Integrine (αvβ3, α2β1, α6β1) als Korezeptoren diskutiert (Wang et al., 





Compton,  2004).  Dadurch  gelangt  das  freigesetzte  Nukleokapsid  zusammen  mit  den 
Tegumentproteinen  in  das  Zytoplasma  der  Wirtszelle.  Das  virale  Genom  wird  über  das 
zelluläre Mikrotubuli‐Netzwerk zum Zellkern transportiert (Roizman et al., 2001; Ogawa‐
Goto et al., 2003). Im Zellkern erfolgt die Transkription viraler Gene mit Hilfe der zellulären 







Zelle  synthetisiert  werden,  werden  von  den  IE‐Genen  kodiert.  Diese  regulieren  die 
Transkription  der  nachfolgenden  Gene  durch  Beeinflussung  der  viralen  und  zellulären 
Promotoren (Spector, 1996). Die Expression der IE1/IE2‐Gene unterliegt der Kontrolle des 
starken major IE‐Promotors (MIEP) und dessen Enhancers (Stinski & Meier, 2007). In der 
daran  anschließenden  E‐Phase  erfolgt  die  Synthese  von  Proteinen,  welche  für  die  DNA 
Replikation benötigt werden (McVoy & Adler, 1994; Lou & Fortunato, 2007). Etwa zeitgleich 
beginnt  die  L‐Phase  des  Infektionszyklus.  In  dieser  Phase  werden  Gene  exprimiert,  die 
hauptsächlich für Strukturproteine kodieren aber auch für Regulatoren der Kapsidreifung 
und  der  DNA‐Verpackung  (Mocarski  et  al.,  2007).  Die  Morphogenese  des  Viruspartikels 
findet  im  Kern  der  Wirtszelle  statt.  Nach  der  Neusynthese  der  DNA  durchqueren  die 
Nukleokapside  die  Kernmembran  und  werden  temporär  umhüllt  (Radsak  et  al.,  1989; 
Gibson, 2006). Im weiteren Verlauf der Reifung verlieren die Kapside ihre erste Hülle und 
gelangen  ins  Zytoplasma  der  Wirtszelle  (Radsak  et  al.,  1990  &  1995).  Die  endgültige 
Umhüllung  der  Kapside  findet  an  den  Zisternen  des  Endosoms  oder  dem  trans‐Golgi‐










Bereits  bei  Zytomegalievirus‐Zellkontakt  werden  Transkriptionsfaktoren,  wie  c‐Fos/c‐Jun, 
Myc, ATF/CREB, C/EBP, SREB, NF‐1, NF‐κB, SP‐1, aber auch Signalkaskaden, wie z.B. die 
Phosphoinositol‐3‐Kinase  und  MAP‐Kinase  aktiviert.  Eine  weitere  Antwort  der  Zelle  auf 
HCMV‐Partikel  ist  der  Anstieg  Interferon  stimulierter  Gene,  wie  Interferon‐β  und 
inflammatorischer  Zytokine  sowie  Adhäsionsmolekülen  (Zhu  et  al.,  1998;  Yurochko  & 
Huang, 1999; Brown et al., 2001; Detrick et al., 2001 & 2010; Simmen et al., 2001). Zu den 
Zytokinen  gehören  u.  a.  Monokine,  Wachstumsfaktoren  (v.  a.  GM‐CSF,  G‐CSF), 
chemotaktische Peptide (Chemokine), Interferone (IFN) und Interleukine (IL). Chemokine 












ligand  8  oder  Interleukin  8)  und  CCL5  (C‐C  motif  ligand  5  oder  Rantes)  in  HRPE  sowie 
humanen Vorhautfibroblasten (HFF) während einer HCMV‐Infektion hochreguliert werden. 
Dagegen werden CCL2 (MCP‐1) und CCL3 (MIP‐1a) herunterreguliert (Cinatl et al., 2000; 












machen  (Fletcher  et  al.,  1998;  Lanier,  2008).  In  vitro  Studien  konnten  zeigen,  dass 
monoklonale Antikörper gegen ICAM‐1 die NK‐Zellen vermittelte Lyse HCMV‐infizierter 
Fibroblasten blockieren (Leong et al., 1998). Die gesteigerte Expression an ICAM‐1 nach einer 
HCMV‐Infektion  sowie  LFA‐1  scheinen  dabei  eine  wichtige  Funktion  in  der  NK‐Zell 
vermittelten Immunantwort zu übernehmen (Timonen et al., 1988; Grundy & Downes, 1993). 
So wird angenommen, dass auf diese Weise im transplantierten Organ eine Abstoßungs‐
reaktion  durch  die  Immunzellen  des  Spenders  ausgelöst  wird,  was  durch  den  Nachweis 




Für  die  transaktivierenden  immediate  early‐Proteine  des  humanen  Zytomegalievirus  sind 
bisher vier Genomregionen bekannt, die sehr früh aktiviert werden. Die IE1/2‐Region steht 
unter  Kontrolle  eines  Enhancers  der  durch  zelluläre  Transkriptionsfaktoren  wie  AP‐1 
aktiviert wird. Durch differentielles Spleißen entstehen die IE‐Transkripte, welche für die 




NF‐κB  einen  Komplex,  induziert  seine  eigene  Expression  und  die  der  späten  Gene.  Mit 
seiner Funktion als Transaktivator kann IE1 neben viralen Genen auch zahlreiche zelluläre 
Gene  aktivieren  (Mocarski  et  al.,  2007).  Das  Ausmaß  der  Aktivierung  ist  dabei 
zelltypabhängig und scheint mit den Interaktionen subnukleärer Strukturen im Zusammen‐
hang  zu  stehen  (Castillo  &  Kowalik,  2002).  Des  Weiteren  erhöht  IE1  durch  Aktivierung 
viraler Gene und der viralen Replikation, die Wirksamkeit von IE2 (Greaves & Mocarski, 
1998; Gawn & Greaves, 2002). Für das virale Wachstum in Zellkultur mit einer niedrigen 









Aktivierung  der  DNA‐Polymerase α ,  c‐Fos,  c‐Myc  und  dem  Dihydrofolatreduktase‐







Hayward,  1990;  Cherrington  et  al,  1991).  IE2  interagiert  aber  auch  mit  zellulären 
Transkriptionsfaktoren, es bildet sich der so genannte host transcription complex, welcher aus 
der RNA‐Polymerase II, Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren besteht. Dieser aktiviert 
die  Genexpression  verschiedener  zellulärer  Gene,  wie  z.B.  Chemokine  und  Interferone 
(Lukac et al, 1994; Lang et al, 1995; Bryant et al, 2000; Hofmann et al, 2000). Einen wichtigen 
Unterschied zu IE1 stellt die direkte Bindungsfähigkeit von IE2 an zelluläre Promotoren dar, 


















Die  HCMV‐Retinitis  stellt  eine  der  bedeutendsten  Infektionen  bei  immunsupprimierten 




der  HCMV‐Infektion.  Sie  lassen  sich  sehr  gut  mit  dem  Zytomegalievirus  infizieren  und 
stellen  durch  die  hohe  Virusproduktion  eines  der  wichtigsten  in  vitro  Zellsysteme  zum 
Studium  der  viralen  Genexpression  und  Virusmorphogenese  dar  (Compton,  1993).  Als 
Modellsystem  für  eine  HCMV‐Retinitis  in  vitro  dienen  bisher  humane  retinale 
Pigmentepithelzellen  (RPE).  Im  Vergleich  zu  Fibroblasten,  läuft  der  virale 






der  Perizyten  im  gesamten  Körper,  befindet  sich  an  den  Gefäßen  der  Retina  die  größte 
Ansammlung dieses Zelltyps (40%). Sie stabilisieren die Mikrogefäße und bilden die innere 
Blut‐Retina  Schranke  (BRS).  Somit  könnten  retinale  Perizyten,  während  einer  HCMV‐
Retinitis  von  großer  Bedeutung  sein.  Bisher  wurden  die  Schädigung,  der  Verlust  von 






spielen  und  so  ein  mögliches  Zellmodell  zur  Untersuchung  der  HCMV‐Retinits  zu 
etablieren.  Zunächst  sollten  aus  Spenderaugen  die  Retinae  präpariert,  die  humanen 
retinalen Perizyten (HRP) aus deren Gefäßen isoliert und diese in Kultur genommen werden. 





spezifischer  Proteine  identifiziert  und  charakterisiert  werden.  Durch  den  Nachweis  der 
viralen  IE‐  und  late‐Proteine  auf  transkriptioneller  und  translationeller  Ebene,  sollte  die 
Infizierbarkeit  der  HRP  mit  HCMV  und  dessen  Replikationszyklus  in  diesen  Zellen 
analysiert werden. Des Weiteren sollten die Titer der infizierten HRP bestimmt werden und 
mithilfe  elektronenmikroskopischer  Aufnahmen  HCMV‐Viruspartikel  in  verschiedenen 
Stadien  nachgewiesen  werden.  Es  ist  bekannt,  dass  bei  einer  HCMV‐Retinitis  inflamma‐
torische Prozesse in der Retina ausgelöst werden. So sollte mittels Genexpressionsstudien die 
Aktivierung  des  Transkriptionsfaktors  NF‐κB  (p50/p65),  die  Sekretion  verschiedener 
Chemokine  und  Interleukine  in  infizierten  HRP  und  die  ICAM‐1‐Expression  mittels 
Adhäsionsstudien untersucht werden. Ferner sollte der Einfluss von EGF‐R und spezifischer 




Die  Ergebnisse  sollen  neue  Therapieansätze  zur  Behandlung  einer  HCMV‐Retinitis 
ermöglichen. Bisher werden Medikamente zur Behandlung der HCMV‐Infektion eingesetzt, 
die  direkt  auf  das  Virus  wirken.  Gegen  diese  Medikamente  werden  oft  Resistenzen 



































































































































































































































































































pMDLg/pRRE:   beinhaltet  das  HIV1  gag‐  und  pol‐Gen  unter  Kontrolle  des 
CMV‐Promotors (Dull et al., 1998) 





(GFP)  kodiert,  sowie  das  Blasticidin‐S‐Deaminase  Gen  (BSD) 
(Weber et al., 2008) 






LeGO‐piG2‐BSD‐IE2  beinhaltet  das  Gen  für  das  virale  immediate  early  protein  2, 
wurde von Hr. Dr. J. Otte (Kinderkrebsstiftung Frankfurt am 
Main) zur Verfügung gestellt 
pCGN  eukaryotischer  Expressionsvektor,  Leervektor,  bereitgestellt 
von Christina Paulus (Universität Regensburg) 
pCGN‐IE1  eukaryotischer  Expressionsvektor,  beinhaltet  HCMV  UL123, 
bereitgestellt von Christina Paulus (Universität Regensburg) 















































































































Bei  HRP,  RPE  und  HUVEC  handelt  sich  um  Primärzellen,  die  im  Rahmen  dieser 
Doktorarbeit  am  Universitätsklinikum  Frankfurt  aus  Spenderaugen  bzw.  Nabelschnüren 
isoliert  wurden.  HFF  lagen  als  etablierte  primäre  Zelllinie  vor,  die  bei  Bedarf  aus  der 
Kryokonservierung aufgetaut und bis Passage 15 verwendet wurden. Die  Zelllinien 293T 



















































Zur  Gewinnung  humaner  retinaler  Perizyten  wurden  Spenderaugen  verwendet,  die 
maximal  48  h  nach  der  Entnahme  von  der  Augenklinik  des  Universitätsklinikums  der 
Goethe Universität zur Verfügung gestellt wurden. Unter sterilen Bedingungen wurden die 




einem  sterilen  Dounce‐Glashomogenisator  zerkleinert,  in  einem  Kollagenase/Dispase‐
Gemisch (siehe oben) aufgenommen und kräftig gemischt. Nach 30‐minütiger Inkubation bei 
37°C  und  stetigem  Schütteln  wurde  das  Gemisch  durch  ein  70 μ m  Nylon‐Zellsieb  (BD 
Biosciences, Mexiko), welches auf ein Falconröhrchen gesetzt wurde, bei 6000 rpm für 10 min 
zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 1 ml Perizyten‐Wachstumsmedium (siehe 

























der  Klinik  für  Frauenheilkunde  und  Geburtshilfe  des  Universitätsklinikums  der  Goethe 
Universität  zur  Verfügung  gestellt)  verwendet.  Die  Präparation  erfolgte  nach  einem 
modifizierten Protokoll nach Jaffe. Unter sterilen Bedingungen wurden die Nabelschnüre 






Falconröhrchen,  in  welchem  zur  Inaktivierung  des  Enzyms  FCS  vorgelegt  worden  war, 
herausgespült.  Anschließend  erfolgte  eine  fünfminütige  Zentrifugation  bei  160  x  g.  Die 









DMEM Ham’s F12 Medium  für HFF:     10%  (v/v)   FCS 





DMEM‐Medium für 293T und HT1080:   10%  (v/v)   FCS 


































Inhalt  beider  Gefäße  gepoolt  und  in  vorbeschriftete  und  gekühlte  Einfrierröhrchen 
überführt.  Mittels  Einfrierboxen  (NALGENE  Labware,  Roskilde,  Dänemark)  wurden  die 
Zellen  1°C  pro  Minute  im ‐ 80°C‐Gefrierschrank  heruntergekühlt.  Zur  Langzeit‐
aufbewahrung erfolgte die Überführung der Einfrierröhrchen in den Stickstofftank (‐196°C). 
Das Auftauen der Zellen erfolgte in Auftaumedium (2% FCS in 1 x PBS). Die Zellen wurden 





Eindringen  des  blauen  Farbstoffes  Trypanblau  durch  defekte  Zellmembranen  von  toten 
Zellen.  Dazu  wurden  adhärente  Zellen  trypsiniert  und  in  FCS‐haltigem  Medium 
resuspendiert.  Nach  Entnahme  von  20 μ l  Zellsuspension  erfolgte  die  Zugabe  von  20 μ l 
Trypanblau‐Lösung (0,4%), so dass ein Mischungsverhältnis von 1:1 bestand. Anschließend 












Die  Zellen  wurden  bis  zu  einer  Konfluenz  von  60‐80%  kultiviert.  Aus  Vorversuchen,  in 
denen die Perizyten in verschiedenen Konfluenzstadien infiziert wurden, konnten bei 60‐
80%  Konfluenz  die  besten  Ergebnisse  erzielt  werden.  Aus  der  Stocklösung  der  Virus‐
suspension mit bekanntem Titer (Immediate Early forming units (IEFU/ml)/pro ml) wurde mit 
Erhaltungsmedium  eine  entsprechende  Lösung  hergestellt.  Durch  vorheriges  Auszählen 































Aceton/Methanol‐Fixierlösung:     40%  (v/v)  Aceton     
60%  (v/v)  Methanol 
 




























Minuten  fixiert.  Anschließend  erfolgte  das  Blockieren  unspezifischer  Bindungen  mit 
Blocking Solution für 30 Minuten bei 37°C. Die spezifischen Primärantikörper wurden in der 
entsprechenden  Verdünnung  mit  1  x  Waschpuffer  auf  die  Zellen  gegeben  und  für  eine 
Stunde  bei  37°C  inkubiert.  Nach  dreimaligem  Waschen  in  1  x  Waschpuffer  wurde  für 
weitere  30  min  bei  37°C  mit  dem  Biotin‐Streptavidin‐konjugierten  Sekundärantikörper 
inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  nach  erneutem  Waschen  mit  einem 
Peroxidase/Streptavidin‐Konjugat  für  weitere  30  min  bei  37°C  behandelt.  Nach  einem 


















von  Zellen  bezüglich  ihrer  physikalischen  sowie  molekularen  Eigenschaften,  wie  deren 
Größe und Granularität möglich. 
Die Expression von ICAM‐1, des EGF‐Rezeptors und der Integrine α2, α6, αv und αvβ3 
wurde  am  Durchflusszytometer  mithilfe  spezifischer  fluoreszierender  Antikörper 
untersucht.  Für  jede  gefärbte  Probe  wurden  eine  ungefärbte  Kontrolle  und  eine 
Isotypenkontrolle  mitgeführt.  Die  ungefärbte  Kontrolle  wird  zum  Einstellen  am 
Durchflusszytometer  benötigt,  um  die  Eigenfluoreszenz  der  Zellen  bestimmen  und 
subtrahieren  zu  können.  Die  Isotypenkontrolle  dient  als  Kontrolle  für  die  unspezifische 
Bindung des Antikörpers und wird von der gefärbten Probe abgezogen. Dabei muss die 
Isotypenkontrolle mit dem gleichen Fluoreszenzfarbstoff markiert sein wie der eingesetzte 
Sekundärantikörper.  Für  die  FACS‐Messung  wurden  die  Zellen  trypsiniert,  in  PBS 
resuspendiert und in FACS‐Röhrchen überführt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation 
bei  280  x  g  für  5  Minuten,  der  Überstand  wurde  verworfen  und  die  Zellen  auf  die 
spezifischen  Proteine  gefärbt.  Die  Zellen  wurden  für  30  min  bei  4°C  mit  dem 
Primärantikörper gegen das jeweilige Protein inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 1 x 
PBS  und  anschließender  Zentrifugation  wurde  der  Überstand  verworfen  und  das 
Zellpellet für 30 min bei 4°C mit dem Sekundärantikörper inkubiert, der mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) markiert war und auch für die Isotypenkontrolle 







Kontrolle  dienten  uninfizierte  Zellen  (Mock‐Kontrolle).  Bevor  die  Zellen  in  die 
Mikrokinematographie‐Apparatur  gestellt  wurden,  erfolgte  ein  Mediumwechsel  mit 






am  Mikroskoptisch  fixiert.  Die  Aufnahmen  von  Bildern  erfolgte  mithilfe  der  Software 






Fixierlösung I:        0,1  M   Phosphatpuffer 
       12,5%  (v/v)  Glutaraldehyd 
 
Fixierlösung II:      0,2  M   Phosphat‐Puffer 
       20%  (v/v)  Glutaraldehyd 
HCMV‐infizierte  bzw.  nicht  infizierte  Perizyten  wurden  bis  zu  einem  maximalen 
Konfluenzgrad  von  50‐80%  in  75  cm2  Zellkulturflaschen  kultiviert.  Zu  unterschiedlichen 
Zeitpunkten  (24  h,  48  h,  72  h,  96  h)  wurden  Ansätze  für  die  EM  mittels  Fixierlösung  II 
gestoppt. Hierzu wurde die Hälfte des Kulturmediums abgenommen und langsam durch 
37°C  warme  Fixierlösung  II  unter  ständigem  Mischen  ersetzt.  Nach  einer  30‐minütigen 
Inkubation bei RT wurde das Gemisch vollständig entfernt und durch 5 ml Fixierlösung I 
ersetzt.  Die  Perizyten  wurden  mit  einem  Zellschaber  vom  Flaschenboden  gelöst,  in 
















Zur  Überprüfung  der  Funktionalität  von  überexprimierten  ICAM‐1  und  LFA‐1 
(Lymphozyten  funktionelles  Antigen‐1)  in  retinalen  Perizyten  nach  einer  Infektion  mit 
HCMV wurden Adhäsionsstudien durchgeführt. Hierzu wurden 104 Zellen/well in 96‐Loch 
Platten ausgesät und nach 24 h wie in 2.2.2 beschrieben mit HCMV infiziert. Als positive 
Kontrolle  für  eine  ICAM‐1‐Überexpression  wurden  die  Perizyten  mit  Interferon γ  (1000 
IU/ml) inkubiert. Nach 6, 24 und 72 Stunden wurde der Adhäsionsassay durchgeführt. Die 










Für  den  Vergleich  der  Genexpression  von  nicht  infizierten  Mockzellen  und  HCMV‐
infizierten  Zellen  wurde  aus  den  Zellen  Gesamt‐RNA  isoliert.  Diese  wurde  mithilfe  des  





Die  Isolierung  der  Gesamt‐RNA  erfolgte  mittels  des  PeqGold  Total  RNA  Kits  (PeqLab 
Biotechnologie,  Erlangen).  Nach  Absaugen  des  Mediums  wurde  eine  der  Zellzahl 
entsprechenden  Menge  TRK‐Lysepuffer  zu  den  Zellen  gegeben.  Das  Zelllysat  wurde  zur 
Homogenisierung auf die Shredder‐Säule pipettiert und eine Minute bei 12000 x g bei RT 
zentrifugiert.  Nach  Zugabe  des  gleichen  Volumens  70%‐igen  Ethanols  zum  Durchfluss 
wurde das Gemisch auf PerfectBind‐Säulen pipettiert und eine Minute bei 10000 x g  bei RT 

































































































Die  Zellen  wurden  mit  HCMV‐Hi91  und  UV‐inaktiviertem  HCMV‐Hi91  infiziert,  als 
Kontrolle dienten uninfizierte Mockzellen. Um die Expression der Chemokine und Zytokine 
zu  untersuchen,  wurden  zu  verschiedenen  Zeitpunkten  Überstände  von  den  Zellen 
abgenommen, aliquotiert und bis zur ELISA‐Analyse bei ‐80°C aufbewahrt. 
Vor  der  ELISA‐Analyse  wurden  96‐Loch‐ELISA‐Platten  mit  dem  jeweiligen 
Chemokin/Zytokin capture‐Antikörper des DuoSet ELISA Development Kits (R&D Systems, 




des  Kits  wurde  nach  Angaben  des  Herstellers  (R&D  Systems,  Minneapolis,  USA) 
durchgeführt.  Die  photometrische  Messung  der  ELISA‐Platten  erfolgte  am  Infinity  200 
(Tecan, Crailsheim) bei einer Wellenlänge von 450 nm und 560 nm (Referenz). 
























pipettiert  und  für  20  min  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Für  größere  Ansätze  in  10  cm2 
Kulturschalen  wurden  die  Mengenangaben  entsprechend  erhöht.  Das  DNA‐Präzipitat 
wurde tropfenweise zu den Zellen pipettiert und bei 37°C und 5% CO2 über Nacht inkubiert. 

























10‐20 μ g  des  LeGO‐piG2‐BSD‐IE1  bzw.  –IE2  Konstrukte  zusammen  mit  10 μ g  des 
pMDLg/pRRE Plasmids, 5 μg des pRSV‐Rev‐Plasmids sowie 2 μg des Hüllprotein‐Plasmids 





und  20  Minuten  bei  RT  inkubiert.  Vor  Zugabe  des  Transfektionsansatzes  wurde  ein 
Mediumwechsel durchgeführt, zu dem Medium wurde Chloroquin in einer Konzentration 
von  25 μ M  zugegeben.  Nach  einer  5  bis  12  Stunden  Inkubation  erfolgte  erneut  ein 







Kristallviolett‐Lösung:     1%  (w/v)   Kristallviolett 
      10%  (v/v)   Ethanol 
 
Die  Bestimmung  des  Titers  erfolgte  mithilfe  von  HT1080  Zellen,  welche  am  Vortag  pro 
Vertiefung  2  x  105  in  6‐Loch  Platten  ausgesät  wurden.  Die  Transduktion  der  humanen 
Fibrosarkomzellen erfolgte mit 8 μg/ml Polybren, wie in 2.2.11.2.3 beschrieben. Es wurden 
fünf  Verdünnungen  der  Virusstocklösung  hergestellt,  welche  auf  die  Zellen  gegeben 
wurden.  Ein  6‐Loch‐Ansatz  diente  als  Kontrolle  (Mockzellen,  nicht  transduziert).  Am 











Kapsidprotein)  beschichtete  ELISA‐Platten  verwendet,  an  welche  sich  die  im  Überstand 
befindlichen  p24‐Antigene  binden.  Die  Durchführung  erfolgte  nach  Anleitung  des 

















gewünschte  MOI  zu  erhalten.  Für  eine  optimale  Transfektionseffizienz  wurden  8 μ g/ml 
Polybren zugeben mit einer einstündigen Spinokulation bei 590 x g und RT. Nach sechs bis 





Zur  Überprüfung  der  Transfektionseffizienz  der  primären  Zellen  und  Zelllinien  mit 
unterschiedlichen Transfektionsreagenzien und Transfektionsbedingungen wurde ein GFP‐
Kontrollplasmid  (green  fluorescent  protein,  Lonza)  transfiziert  (siehe  2.2.11.1).  Durch 
Anregung mit blauem (488 nm) oder ultraviolettem Licht (395 nm) wird von GFP grünes 
Licht emittiert (509 nm). Die Zellen wurden vom Flaschenboden mit Trypsin/EDTA gelöst, in 
















































mittels  SDS‐PAGE  Gelelektrophorese  aufgetrennt,  danach  auf  Nitrocellulosemembranen 





































einen  guten  Transfer  der  Proteine  zu  gewährleisten,  wurden  die  Gele  luftblasenfrei  im 
Sandwichverfahren zwischen Fiberpads und Filterpapier auf die NC‐Membran gelegt und in 






Blockpuffer  gelegt  und  für  40  min  bei  RT  unter  Schütteln  inkubiert.  Die  Inkubation  der 
Primärantikörper erfolgte bei 4°C über Nacht. Nach 5‐maligem Waschen und weiterer 40‐
minütiger  Inkubation  in  Blockpuffer  wurden  die  NC‐Membranen  für  60  min  mit  dem 
Meerrettichperoxidase gekoppelten Sekundärtantikörper behandelt. Es wurde erneut 5‐mal 
gewaschen  und  zur  Visualisierung  der  Proteine  das  „ECL  Western  Blotting  Analyses 
System“  (Pierce)  nach  Angaben  des  Herstellers  verwendet.  ECL  steht  für  enhanced 
chemoluminescence,  mit  diesem  Verfahren  wird  Luminol  durch  das  Enzym  Meerrettich‐














































bei  4600  x  g  und  4°C  für  10  min  sedimentiert,  der  Überstand  verworfen  und  in  20  ml 
eiskalter MOPS I  Lösung resuspendiert. Es erfolgte eine 10‐minütige Inkubation auf Eis. Der 
Zentrifugationschritt  wurde  wiederholt,  nach  Verwerfen  des  Überstandes,  wurde  das 
Bakterienpellet in 20 ml MOPS II Lösung  resupendiert und wiederum für 10 Minuten auf 






Anhand  der  Promotorsequenzen  aus  der  Ensembl  Genom  Datenbank 
(http://www.ensembl.org/index.html)  und  Literaturrecherchen  wurden  spezifische  Primer 
für die Amplifizierung unterschiedlicher Promotorregionen der Chemokin‐und Zytokingene 
ausgewählt. Mithilfe der Polymerase‐Kettenreaktion (PCR) wurden die spezifischen DNA‐
Fragmente,  welche  in  den  pGL3‐Basic  Vektor  bzw.  zunächst  in  den  pCR‐Blunt  II‐Topo 
einkloniert  werden  sollten,  amplifiziert.  Die  dazu  verwendete  genomische  DNA  wurde 
mittels  des  QIAamp  DNA  Mini  Kit  and  QIAamp  DNA  Blood  Mini  Kits  (QIAGEN  GmbH, 
Hilden) nach Angaben des Herstellers isoliert. Es wurden zwei unterschiedliche Proof reading 
























































































Fragmenten  sowie  die  Bestimmung  ihrer  Größe.  Dazu  wurde  eine  entsprechende  Menge 
Agarose  eingewogen  und  durch  Aufkochen  in  1  x  TAE  Puffer  gelöst.  Nach  Zugabe  von 
0,5 μg/ml Ethidiumbromid wurde die Agaroselösung in einen Flachbrettschlitten gegossen, 
der  entsprechende  Kamm  eingesetzt  und  das  Agarosegel  auspolymerisiert.  Die  Proben 
wurden mit DNA‐Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Zur Größenbestimmung 




Für  die  bidirektionale  Klonierung  wurde  sowohl  der  pGL3‐Basic  Vektor,  als  auch  die 
















































1 μ l  T4‐DNA‐Ligase  (1000  U/ml,  NEB‐Biolabs)  sowie  ein  entsprechendes  Volumen  Aqua 
dest. zu einem 20 μl Ansatz ergänzt, welcher über Nacht bei 16°C inkubiert wurde. 
Aufgrund  der  oft  nur  ineffizienten  Restriktion  von  PCR‐Produkten  und  der  damit 
auftretenden Schwierigkeit bei der Klonierung wurden einige PCR‐Produkte zunächst in den 
pCR‐Blunt  II‐Topo  Vektor  (Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  nach  Anleitung  des  Herstellers 






















Lösung I:      25  mM   Tris‐HCL, pH 8,0 




Lösung II:      0,2  N   NaOH 
      1%  (w/v)   SDS 
 


























Zunächst  wurden  5  ml  einer  Bakterienkultur  in  Selektionsmedium  angeimpft  und  im 
Schüttler  bei  37°C,  250  UpM  über  Nacht  inkubiert.  0,1 ‐  0,5  ml  einer  ÜNK  diente  zum 
Animpfen  einer  200  ml  ÜNK  für  eine  Maxi‐Präparation.  Die  Isolation  der  Plasmid‐DNA 




















Die  Quantifizierung  der  isolierten  Nukleinsäuren  erfolgte  photometrisch  mithilfe  des 
NanoDrop‐Photometers  (Thermo  SCIENTIFIC,  Wilmington,  USA)  oder  Eppendorf‐









Um  die  Aktivität  von  Promotoren  in  eukaryontischen  Zellen  zu  bestimmen,  werden 
Reportergenkonstrukte  eingesetzt.  Dabei  werden  Regionen  der  zu  untersuchenden 
Promotoren  in  einen  Vektor  (z.B.  pGL3‐Basic  Vektor)  vor  ein  Luciferase‐Reportergen 
kloniert,  welches  durch  das  Promotorkonstrukt  aktiviert  wird.  Es  wird  das  firely‐
Luciferasegen (aus Photinus pyralis, dem Glühwürmchen, auch firefly‐Luciferase genannt) als 
Reportergen verwendet, dessen Produkt die Reaktion von Luciferin zu Oxiluciferin unter 





Menge  kotransfiziert,  der  eine  zweite  Luciferase  (aus  Renilla  reniformis:  renilla‐Luciferase) 
exprimiert.  Um  die  Hintergrundaktivität  des  Reportergens  zu  ermitteln,  wurde  der 
promotorlose pGL3‐Basic Vektor transfiziert. Als positive Kontrolle zur Überprüfung der 
Funktionalität  des  Assays  wurde  der  pGL3‐Control  Vektor  (Promega,  Madison,  USA) 
verwendet, welcher einen SV40‐Promotor enthält. Beispiele der Reportergenkonstrukte sind 
in Abbildung 3.27 dargestellt. 
Die  Transfektion  der  DNA  erfolgte  mittels  LipofectaminTM2000  (Invitrogen  GmbH, 
Karlsruhe) siehe 2.2.11.1.2. Am Vortag wurden 5 x 104 Zellen pro 24‐Loch in Kulturmedium 










































Test  die  Signifikanz  der  Daten  bestimmt.  Soweit  Signifikanzen  in  den  Abbildungen 























Die  HCMV‐Retinitis  ist  eine  schwerwiegende  Erkrankung  insbesondere  bei 
immunsupprimierten  Patienten.  Das  Virus  infiziert  auf  hämatogenen,  als  auch  auf 
neurogenen  Weg  die  Retina.  Es  durchbricht  als  freier  Viruspartikel  oder  über  infizierte 
Monozyten die Blut‐Retina Schranke (BRS) und dringt in das retinale Gewebe ein (Fabricuis 
et al., 1991). Infolgedessen kommt es durch inflammatorische Prozesse zur schweren Vitritis 
(Glaskörperentzündung),  retinalen  Mikrovaskulopathien  und  einer  ausgeprägten 







infizieren  kann,  dort  repliziert  und  erneut  die  Retina  befällt.  In  diesem  Kontext  ist  die 
Etablierung  eines  neuen  Zellmodells  zur  Untersuchung  der  HCMV‐Retinitis  und  die 
Entwicklung  neuer  Therapieansätze  von  großer  Bedeutung.  An  den  Gefäßen  der  Retina 





Bisher  konnten  humane  retinale  Perizyten  nicht  kommerziell  erworben  werden  und  für 
deren  Isolierung  und  Kultivierung  standen  keine  Protokolle  zur  Verfügung.  So  sollte  im 
Rahmen  der  vorliegenden  Dissertation  eine  Isolierungsmethode  für  retinale  Perizyten 
entwickelt  und  etabliert  werden.  Ein  Hauptproblem  stellte  die  begrenzte  Anzahl  an 












































Regionen  der  Retina  beschädigt,  gelang  es  nicht,  die  isolierten  Perizyten  in  Kultur  zu 
nehmen und zu passagieren. In Abbildung 3.1 wird ein Flussdiagramm für die Isolierung 
der humanen retinalen Perizyten und der RPE schematisch dargestellt. Neben der Isolation 
von  primären  HRP  konnten  aus  den  Choroideae  RPE  präpariert  werden,  die  als 
















































Heidelberg)  beschichtete  Kulturgefäße  überführt.  Die  isolierten  Zellen  wurden  in  RPE‐





und  weitere  Matrixproteine  zur  Beschichtung  der  Zellkulturflaschen  ausgetestet.  Für  die 
Isolierung  der  Perizyten  wurden  zum  Aufschluss  der  Netzhäute  weitere  Verdauungs‐
enzyme,  wie  Dispase  (2,4  U/ml)  und  die  Kollagenasen  Typ  A  I  und  B  II  (1  U/mg),  
ausgetestet.  Dazu  wurden  die  Retinastücke  zusätzlich  mit  einem  Dounce‐Homogenisator 
zerkleinert,  sodass  die  Zellen  intakt  blieben  und  anschließend  in  der  jeweiligen 
Enzymlösung  für  30‐60  Minuten  unter  Schütteln  bei  37°C  inkubiert.  Das  Zell‐Enzym‐
Gemisch wurde bei 280 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 
500 μl  Medium  aufgenommen.  Die  Perizyten  wurden  auf  mit  verschiedenen  Matrix‐
proteinen  beschichtete  12,5  cm2  Kulturgefäße  ausgebracht.  Es  wurden  mit  extrazellulärer 
Matrix  (Becton  Dickenson),  Fibronektin,  Kollagen  Typ  I,  Laminin  und  mit  Poly‐D‐Lysin 
beschichtete  Kulturgefäße  verwendet.  Am  besten  wuchsen  die  Perizyten  auf  ECM  und 
Fibronektin  beschichteten  Kulturgefäßen.  Für  die  Anzucht  der  Perizyten  wurde  als 
Grundmedium IMDM‐Medium für RPE verwendet, welches durch Zugabe verschiedener 





























Medium  gestorben  und  konnten  nicht  passagiert  werden.  Ähnlich  verhielten  sich  die 
Perizyten  in  den  kommerziell  erworbenen  Medien.  Mit  diesen  Medien  konnten  die  HRP 
isoliert werden. Die Zellen hafteten sich am Kulturgefäßboden an, wuchsen und teilten sich 
sehr langsam (Verdopplungszeit von 8 Wochen), konnten aber nicht passagiert werden. In 
Abbildung  3.2  (B)  sind  in  optimierten  Perizytenmedium  kultivierte  HRP  (Passage  3) 
dargestellt, welche in einer 40 bis 50% konfluenten Kultur unterschiedliche große Zellen mit 
der  für  Perizyten  typischen  sternförmigen  Morphologie,  langen  Zellausläufern  und  dem 
peripher  lokalisierten  Kern  zeigen.  Des  Weiteren  sind  verschiedene  Mitosestadien  zu 




































May‐Grünwald‐/Giemsalösung  gefärbt.  In  Abbildung  3.3  ist  die  variable  Zellgröße  der 
Perizyten innerhalb der Zellkultur deutlich zu erkennen. Ferner ist die typische sternförmige 





























Muskelzellen  spezifischen  Proteine  smooth  muscle  Myosin  und  Desmin  wurden  auf 
Transkriptions‐  und  Proteinebene analysiert. Von  den  kultivierten  Zellen  wurde  Gesamt‐
RNA isoliert. Zusätzlich wurden ein Teil der Zellen mit Aceton/Methanol (2:3) fixiert und 
auf  die  spezifischen  Zytoskelettproteine  (α‐smooth  muscle  Aktin, β ‐ Aktin,  Desmin,  smooth 
muscle Myosin, non‐smooth muscle Myosin und Vimentin) immunzytochemisch gefärbt. Als 




Faktor:  vWF)  gefärbt.  Die  Färbung  der  Zytoskelettproteine  Desmin  und  smooth  muscle 
Myosin diente dem Ausschluss isolierter glatte Muskelzellen, welche ebenfalls in der Retina 
vorkommen.  In  retinalen  Perizyten  werden  keine  Desmine  und  smooth  muscle  Myosine 
exprimiert, welche aber als Intermediärfilamente in glatten Muskelzellen vorkommen. Zur 












konnte  smooth  muscle  Myosin,  Desmin,  CD31  und  vWF  in  diesen  Zellen  nicht  detektiert 




Tabelle  3.2:  Darstellung  der  immunzytochemisch  nachgewiesenen  Zytoskelettproteine  (α‐smooth 







smooth muscle Myosin ‐   ‐  
non‐smooth musle Myosin  +  + 
Vimentin  +  + 







Vimentin  nachgewiesen  werden  (D1,  D2).  Dagegen  konnten  nur  in  HUVEC  die 
endothelialen Proteine CD31 und vWF detektiert werden. Dies bestätigt, dass es sich bei den 











































Abbildung  3.4:  Immunzytochemische  Färbungen  von  retinalen  Perizyten  (HRP)  und  HUVEC.  Es 
wurde spezifisch auf Zytoskelettproteine α‐smooth muscle Aktin (A1, A2), Vimentin (B1, B2) und die 
endothelialen Proteine CD31 (C1, C2) und von Willebrand Faktor (D1, D2) gefärbt. In A1 bis D1 sind 





































zur  Infektion  der  HRP  eine  MOI  von  2  verwendet.  Als  Kontrollzellen  wurden  humane 
Vorhautfibroblasten  (HFF)  und  retinale  Pigmentepithelzellen  (RPE)  verwendet.  Diese 









Tagen  wurden  die  HRP  nicht  lysiert.  Eine  Zunahme  des  CPE  konnte  zu  späteren 




Tagen  Infektion  mit  HCMV‐Hi91  dargestellt.  Als  Kontrolle  wurden  nicht  infizierte 
Mockzellen  gefilmt.  In  (A)  sind  deutlich  aufgequollene,  große  CPE  zeigende  HFF  und 
bereits lysierte Zellen zu sehen. In (B) sind RPE und in (C) HRP dargestellt. Beide Zelltypen 








































A1  100 µm  A2 100 µm 
B2 100 µm 
C2 200 µm 
D2 200 µm 
B1  100 µm 
C1  200 µm 


















HFF  virale  IE‐Proteine  nachgewiesen  werden.  Dagegen  wurden  keine  late  Proteine 
detektiert. Nach drei Tagen wurden 75 % der Perizyten positiv auf IE‐Proteine und 48% der 






durch  die  Infektionsversuche  mit  HCMV‐AD169  erhalten.  Mittels  qRT‐PCR  konnte  die 
signifikante  Expression  von  IE  mit  einen  FC  (fold  change)  von  6863,12  (p<0,05)  bestätigt 
werden.  Nach 72 h war ein signifikanter Anstieg des late Proteins mit einem FC von 6950 
detektierbar.  Für  beide  virale  Gene  war  nach  144  h  p.i.  eine  Abnahme  der  Expression 























































































































IE  6863,12 ± 57,23  5500 ± 112  256 ± 22,03 




















































Expression  viraler  Proteine  nachgewiesen  werden.  Um  zu  ermitteln,  ob  infektiöse 
Viruspartikel  gebildet  und  in  welcher  Menge  diese  produziert  werden,  wurde  eine 




auf  HFF  gegeben  und  diese  für  24  h  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  HFF 
immunhistochemisch auf das virale IE Protein gefärbt, die postiven Zellkerne gezählt und 
die Virustiter berechnet. Wie in Abbildung 3.8 dargestellt, kann HCMV in HRP replizieren, 
und  es  werden  infektiöse  Viruspartikel  produziert.  Nach  3d  wurden  2,8  x  103  IEFU/ml 
(immediate early forming units), nach 6d 1,3 x 104 IEFU/ml und nach 9d 3,5 x 104 IEFU/ml 
produziert.  Die  gemessenen  Titer  sind  im  Vergleich  zu  den  von  Vorhautfibroblasten 
produzierten Virusmengen eher gering. Vorhautfibroblasten zeigten bereits am Tag 4 p.i. 
einen  Titer  von  105    IEFU/ml.  In  RPE  wurden  am  Tag  9  5  x  104  IEFU/ml  infektiöse 
A1 

























































































Viruspartikel  nachgewiesen,  was  ungefähr  den  erhaltenen  Titern  für  HRP  entspricht. 









































Abbildung  3.8:  Virustitration.  Die  HRP  (A),  RPE  (B)  und  HFF  (C)  wurden  mit  HCMV  (MOI  2) 
infiziert.  Zu  verschiedenen  Zeitpunkten  wurden  die  Zellen  bei ‐ 80°C  weg  gefroren  und  die 
Virusüberstände  hergestellt.  Zur  Bestimmung  produktiver  Viruspartikel  wurden  HFF  mit  den 







unvollständige,  nicht  behüllte  Viren  nachzuweisen,  wurden  elektronenmikroskopische 
Aufnahmen  gemacht.  Nach  72  h  und  96  h  konnten  in  den  mit  HCMV‐Hi91  und  AD169 
























Übersicht  einer  uninfizierten  Mockzelle  (6000‐fache  Vergrößerung)  (B)  Übersicht  eines  Teils  des 
infizierten Perizytenzellkerns mit HCMV‐Nukleokapsiden (vergrößerter Bildausschnitt) und behüllter 
Viruspartikel  im  Zytoplasma,  (30.000‐fache  Vergrößerung)  (C)  Vergrößerte  Darstellung  umhüllter 
Viruspartikel im Zytoplasma und der sogenannten „dense bodies“ (ein Indikator für eine produktive 














und  SP‐1  aktiviert  (Boldogh  et  al.,  1990).  Diese  Transkriptionsfaktoren  gelten  als  schnell 
aktivierbare Regulatoren verschiedener biologischer Abwehrprozesse, z.B. im Rahmen der 
Antwort auf proinflammatorische Stimuli (Barnes et al., 1997). NF‐κB verändert durch seine 






und  p65  des  Transkriptionsfaktors  NF‐κB  aktiviert,  wurden  Zytoplasma‐  und 
Kernproteinextrakte von infizierten und nicht infizierten HRP isoliert. Als positive Kontrolle 
wurden  die  Zellen  mit  TNF‐α,  welcher  NF‐κB  p50  und  p65  aktiviert,  stimuliert.  Zur 
Kontrolle  dienten  RPE  und  HFF,  welche  bereits  in  unserer  Arbeitsgruppe  auf  die 
Aktivierung von NF‐κB p50 und p65 bei einer HCMV‐Infektion untersucht wurden (Cinatl 
et al., 2001). Die Kernproteinextrakte wurden mittels des TransAM NFκB p65 und p50 Chemi 
Kits  (Active  Motif,  California,  USA)  auf  die  Expression  der  Transkriptionsfaktoren 
untersucht (Abbildung 3.10). Zusätzlich wurden die infizierten Zellen und nicht infizierten 
Mockzellen  mithilfe  von  Immunzytochemie  spezifisch  auf  die  Transkriptionsfaktoren 
gefärbt,  um  deren  Lokalisation  im  Zytoplasma  oder  Zellkern  zu  detektieren  (Abbildung 
3.11). In HFF konnte eine NF‐κB p50 und p65 Aktivierung nachgewiesen werden. Wie in 
Abbildung  3.10  dargestellt,  wurden  beide  Transkriptionsfaktoren  bereits  nach  30  min  im 
Zellkern detektiert. Ein signifikanter Anstieg war bis zu 24 h nach der Infektion nachweisbar 
(p<0,05).  Dagegen  war  nach  Infektion  der  RPE  und  HRP  kein  Anstieg  der  beiden 
Untereinheiten  nachzuweisen.  Nur  die  positiven  Kontrollen,  die  mit  TNF‐α  stimuliert 
wurden, zeigten eine signifikante Erhöhung beider Untereinheiten im Zellkern, wobei p65 













































































































































B3  B1  B2
A3  A2 A1 
C1  C2 C3 





Um  zu  überprüfen,  ob  eine  HCMV‐Infektion  in  Perizyten  andere  Transkriptionsfaktoren, 
wie  AP‐1  und  SP‐1  aktiviert,  wurden  Kernproteinextrakte  und  Zytoplasmaextrakte 
infizierter und nicht infizierter HRP mittels Western‐Blot Analyse untersucht. 









































Das  Adhäsionsmolekül  ICAM‐1  ist  wichtig  für  die  Infiltration  und  das  Anhaften  von 
Leukozyten  der  infizierten  Zellen,  was  für  inflammatorische  Prozesse  während  einer 
HCMV‐Retinitis bedeutend ist. Zur Untersuchung der Expression verschiedener Integrine, 
des  EGF‐Rezeptors  und  des  Adhäsionsmoleküls  ICAM‐1,  wurden  die  HRP  mit  HCMV 
(MOI 2) infiziert.  Als positive Kontrolle wurden die retinalen Perizyten mit Interferon‐γ, das 
die  Expression  von  ICAM‐1  induziert,  inkubiert.  Die  Zellen  wurden  mittels  Durchfluss‐
















Tabelle  3.4:  Relative  Genexpression  des  Adhäsionsmoleküls  ICAM‐1  in  HRP.  Dargestellt  sind  die 
Expressionen als fold change (FC) zu den Zeitpunkten 6 h, 24 h und 72 h nach Infektion mit HCMV‐





INF‐γ  157,59 ± 18,34  389,9 ± 87,52  202,6 ± 20,89 
HCMV‐Hi91  7,05 ± 1,21   13,35 ± 1,13  40,56 ± 4,45 













































































































































Für  eine  HCMV‐Infektion  sind  der  EGF‐Rezeptor  und  spezifische  Integrine  von  großer 
Bedeutung.  Es  wird  vermutet,  dass  die  Adsorption  des  Virus  und  die  Fusion  mit  der 
Zellmembran über diese vermittelt wird (Feire et al., 2004; Wang et al., 2005). So fungieren 
die Integrine α2β1, α6β1 und αvβ3 als HCMV‐„Eintritts“‐Rezeptoren und Signalvermittler 
während  der  Penetration  (Feire  et  al.  2004).  Der  EGF‐R  und  das  Integrin α vβ3  werden 
während  der  frühen  Phase  der  HCMV‐Infektion  überexprimiert  und  treten  in 
Wechselwirkung miteinander.  Sie spielen somit eine wichtige Rolle beim Viruseintritt, der 































von  Integrinen  und  des  EGF‐R  in  HCMV‐infizierten  Perizyten  wurden  mittels 
Durchflusszytometrie untersucht. Nach 10 min, 30 min, 2 h, 6 h, 24 h, 72 h und 96 h p.i. 
wurden die Zellen spezifisch mit einem EGF‐R Antikörper gefärbt und analysiert. Zu allen 
Zeitpunkten  wurde  der  EGF‐Rezeptor  im  Vergleich  zur  uninfizierten  Mockkontrolle 
herunterreguliert. In Abbildung 3.15 sind die Expressionen zu den Zeitpunkten 6 h bis 96 h 
p.i. dargestellt. Nach 96 h p.i. steigt EGF‐R Expression wieder an (8 RFU), erreicht jedoch 
























































































































































































































Zusammenfassend  kann  man  sagen,  dass  die  Integrine  und  der  EGF‐R  Rezeptor  in 
infizierten  retinalen  Perizyten  herunterreguliert  werden.  Eine  erhöhte  Expression  der 
Integrine α2β1 nach 24 h p.i. und αvβ1 nach 72 h p.i. ist nur bei einer Infektion mit HCMV‐











Die  in  Abbildung  3.13 und  3.14  dargestellten Ergebnisse  zeigen  eine  Hochregulation  des 
Adhäsionmoleküls  ICAM‐1,  welches  für  die  Anhaftung  und  Infiltration  von  Leukozyten 
notwendig  ist.  Um  die  damit  verbundenen  inflammatorischen  Prozesse  während  einer 
HCMV‐Retinitis  aufzuzeigen,  wurden  Adhäsionsassays  durchgeführt.  Die  infizierten  und 
mit INF‐γ behandelten Zellen (pos. Kontrolle) wurden nach 72 h mit Jurkat‐Zellen inkubiert. 
Zusätzlich wurden die Zellen vorher mit blockierenden Antikörpern für ICAM‐1 und LFA‐1 
inkubiert,  um  unspezifische  Bindungen  der  Jurkat‐Zellen  auszuschließen.  Nachdem  die 




Vergleich  zu  Mockzellen  gefunden  werden,  welche  durch  die  Blockierung  der 
Adhäsionsmoleküle  wieder  aufgehoben  werden  konnte  (Abbildung  3.18  A).  Es  konnte 
jedoch in RPE keine gesteigerte Anhaftung von Jurkat‐Zellen durch HCMV nachgewiesen 
werden.  Eine  Infektion  der  HFF  mit  HCMV  zeigte  dagegen  keine  erhöhte  (0,9‐fach) 
Adhäsion  von  Jurkat‐Zellen  (Abbildung  3.18  B).  Somit  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
retinalen  Perizyten  während  einer  HCMV‐Infektion  eine  wichtige  Rolle  bei 


















































































72  h  p.i..  Als  Kontrollen  dienten  uninfizierte  Mockzellen  (ZK)  und  mit  Interferon‐γ  (INF‐  γ) 









Eine  HCMV‐Infektion  kann  die  Expression  zellulärer  Gene  erhöhen,  die  für 
inflammatorische  Proteine  kodieren.  Infizierte  retinale  Perizyten  mit  HCMV  sind  für 
inflammatorische Prozesse in der Retina mitverantwortlich. Um die Expression spezifischer 


































wurden  Expressionanalysen  mittels  qRT‐PCR  und  ELISA‐Technologie  durchgeführt.  Zur 
Kontrolle wurden RPE und HFF bezüglich der Chemokin‐/Interleukinexpression analysiert. 
Die  Zellen  wurden  mit  HCMV  infiziert.  Zu  verschiedenen  Zeitpunkten  wurden 
Zellkulturüberstände  abgenommen  und  Gesamt‐RNA  isoliert.  Die  RNA  wurde  in  cDNA 
umgeschrieben und die Expression der Chemokine und Interleukine mithilfe spezifischer 
TaqMan Gene Expression Kits am 7900HT (Applied Biosystems, Weiterstadt) bestimmt. Die 
Überstände  wurden  mittels  ELISA  (DuoSet  ELISA  Development  Kit,  R&D  Systems, 
Minneapolis, USA) auf die Proteinexpression der Chemokine und Interleukine untersucht. 
Als  Kontrolle  wurden  Zellen  mit  UV  inaktivierten  Virus  infiziert,  um  die  spezifische 
Expression der Chemokine/Interleukine nachzuweisen. Auf transkriptioneller Ebene konnte 
nach 24 h und 72 h eine Hochregulation der Chemokine CCL2, CCL5, CXCL10 und des 
Interleukins  IL‐8  in  infizierten  Perizyten  detektiert  werden.  Nach  72  h  wurde  die 
Transkriptmenge  für  CXCL10  wieder  herunter  reguliert.  Für  IL‐6  wurde  keine 












24  72  24  72 
CCL2  0,78 ± 0,55  2,16 ± 0,61  0,32 ± 0,12  0,7 ± 0,47 
CCL5  99,28 ± 7,21  171,04 ± 30,9  1,35 ± 0,28  0,3 ± 0,12 
CXCL10  158,55 ± 13,79  3,33 ± 2,23  2,45 ± 1,03  99,56 ± 9,02 
IL‐8  5,76 ± 0,35  4,91 ± 0,59  12,89 ± 4,58  25,64 ± 2,59 
IL‐6  0,42 ± 0,02  1,7 ± 0,31  2,23 ± 0,89  18,59 ± 2,37 
 
Die Untersuchung der Überstände mittels ELISA bestätigte die qRT‐PCR‐Ergebnisse. In den 








signifikante  Sekretion  des  Chemokins  CCL5  nach  72  h  nachgewiesen  werden.  Dagegen 
























































Abbildung  3.19:  (A1,B1)  Expressionsanalyse  der  Chemokine  CCL2,  (A2,  B2)  CCL5  und  (A3,  B3) 
CXCL10  in infizierten HRP und RPE. Die Überstände der mit HCMV‐Hi91 infizierten Zellen wurden 
mittels ELISA Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) 6 h, 24 h und 72 h p.i. untersucht. Als Kontrolle 
























































































































































































































































































































































die  in  der  frühen  HCMV‐Infektionsphase  exprimierten  viralen  Proteine  IE1  und  IE2 
induziert  werden,  wurden  Zellen  mit  Expressionsplasmiden  sowie  lentiviralen  Vektoren, 





Zur  Überprüfung,  ob  die  Überexpressionen  der  Chemokine  und  Interleukine  durch  die 
Expression der viralen Proteine IE1 und IE2 induziert werden, wurden die HRP, RPE und 
HFF  mit  den  lentiviralen  Vektoren  (LeGO‐piG2‐BSD‐IE1  und  LeGO‐piG2‐BSD‐IE2) 
transduziert.  Als  Kontrolle  diente  der  Vektor  (LeGO‐piG2‐BSD).  Die  Transduktions‐
effizienz  wurde  mittels  Fluoreszenzmikroskopie,  Durchflusszytometrie  und  Immunhisto‐
chemie  überprüft.  In  den  LeGO‐piG2‐BSD  Vektor  ist  die  für  GFP  kodierende  Sequenz 
einkloniert. So war es möglich, die GFP‐Fluoreszenzen am FACS sowie am Mikroskop zu 
analysieren. Zur Überprüfung der IE1‐ und IE2‐Expressionen wurden die Zellen spezifisch 








































Zur  Überprüfung  der  Transfektionseffizienz  in  Perizyten  wurde  das  GFP‐Plamid 
(pmaxGFP®Vector, Lonza Köln) mittels Calciumphosphat sowie Lipofectamin2000 (Invitrogen 
GmbH, Karlsruhe) transfiziert. Die Effizienz wurde anschließend am Fluoreszenzmikroskop 





























Abbildung  3.22:  Analyse  der  Transfektionseffizienz  mit  Calciumphosphat  und  Lipofectamin2000 
(Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  in  mit  pmaxGFP®Vector  transfizierten  HRP  mittels  Durchfluss‐




Der  Einfluss  der  viralen  Proteine  IE1  und  IE2  auf  die  Chemokin‐/Interleukinexpression 
wurde  durch  transiente  Tranfektionen  mit  Expressionsplasmiden  für  die  viralen  Proteine 
untersucht.  Die  Zellen  wurden  wie  in  2.2.11.1.2  beschrieben,  mit  den  Plasmiden  pCGN, 
pCGN‐IE1 und pCGN‐IE2 mit Lipofectamin2000 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) transfiziert. 
Nach 3 h erfolgte ein Mediumwechsel. Nach weiteren 6 h, 24 h und 72 h Inkubation wurden 




Bereits  nach  einer  6‐stündigen  Transfektion  (Tabelle  3.6)  mit  pCGN‐IE1  konnte  ein 
signifikanter  Anstieg  der  CCL2,  CXCL10,  IL‐8  und  ICAM‐1  Expression  in  HRP 
























































pCGN  pCGN‐IE1  pCGN‐IE2  pCGN‐IE1/2 
CCL2  1,05 ± 0,2  8,75 ± 1,26  0,5 ± 0,16  1,5 ± 0,23 
CCL5  1,22 ± 0,34  1,19 ± 0,62  1493,95 ± 178,8  3004,41 ± 206,14 
CXCL10  2,01 ± 0,21  6,75 ± 1,36  11,47 ± 2,46  13,06 ± 2,58 
IL‐8  1,23 ± 0,45  3,54 ± 0,54  3,21 ± 0,74  14,17 ± 2,75 
IL‐6  0,8 ± 0,15  1,02 ± 0,47  1,03 ± 0,2  0,98 ± 0,65 
ICAM‐1  0,4 ± 0,21  5,31 ± 1,02  1,5 ± 0,3  5,62 ± 1,4 
 
Nach  24  h  Transfektion  (Tabelle  3.7)  mit  dem  pCGN‐IE1  Plasmid  wurde  in  HRP  eine 
signifikant  (p<0,05)  erhöhte  Expression  des  Chemokins  CXCL10  und  des  Interleukin‐8 
nachgewiesen und nach der Transfektion mit pCGN‐IE2 von CCL2, CXCL10 und IL‐8. Die 










pCGN  pCGN‐IE1  pCGN‐IE2  pCGN‐IE1/2 
CCL2  1,02 ± 0,2  1,06 ± 0,4  12,7 ± 1,29  14,75 ± 1,2 
CCL5  0,8 ± 0,5  2,3 ± 0,6  3,3 ± 0,47  4,12 ± 0,65 
CXCL10  2,79 ± 0,8  14,67 ± 1,5  19,09 ± 3,6  42,58 ± 1,68 
IL‐8  2,9 ± 1,3  17,8 ± 3,5  72,18 ± 4,6  113,88 ± 12,75 
IL‐6  0,95 ± 0,23  1,3 ± 0,4  1,02 ± 0,3  1,1 ± 0,3 

















pCGN  pCGN‐IE1  pCGN‐IE2  pCGN‐IE1/2 
CCL2  1,6 ± 0,41  2,5 ± 0,12  2,8 ± 0,39  3,1 ± 0,79 
CCL5  3,15 ± 1,02  6,41 ± 2,1  8,64 ± 1,5  6,38 ± 1,26 
CXCL10  2,82 ± 0,54  4,22 ± 0,62  2,95 ± 0,4  2,27 ± 0,95 
IL‐8  2,04 ± 0,32  12,74 ± 1,58  17,2 ± 3,7  51,76 ± 3,84 
IL‐6  0,4 ± 0,1  1,06 ± 0,6  1,05 ± 0,2  0,9 ± 0,24 








Um  die  Expressionsanalysen  der  Chemokine/Interleukine  auch  auf  Proteinebene  zu 
untersuchen,  wurden  die  Zellkulturüberstände  der  nicht  infizierten  Mockzellen,  der  mit 











nachweisbar.  Die  Erhöhung  durch  pCGN‐IE2  war  ebenfalls  signifikant  (p<0,05),  jedoch 






Kombination  pCGN‐IE1/2  eine  deutlich  gesteigerte  Produktion  des  Chemokins  CCL5 
detektiert werden (Abbildung 3.24). 
Nach  6  h  und  24  h  Transfektion  mit  pCGN‐IE2  und  beiden  Plasmiden  für  IE1  und  IE2 
(pCGN‐IE1/2)  konnte  in  HRP  eine  ebenso  erhöhte  Sekretion  von  CXCL10  nachgewiesen 




























































































































































































































































































Abbildung  3.24:  CCL5  Sekretion  (pg/ml)  der  mit  pCGN,  pCGN‐IE1,  pCGN‐IE2  und  pCGN‐IE1/2 
transfizierten (A) HRP, (B) RPE und (C) HFF. Die Überstände der transfizierten Zellen wurden mittels 
ELISA Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) 6 h, 24 h und 72 h nach Transfektion untersucht. Als 










































































































































Zeitpunkten  nachgewiesen  werden.  In  den  Vorhautfibroblasten  (HFF)  konnte  keine 
Erhöhung  der  IL‐8  Proteinexpression  nach  Transfektion  mit  den  Plasmiden  detektiert 




experimentellen  Ansätzen  wurden  die  Überstände  der  mit  dem  Kontrollvektor  pCGN 
transfizierten Zellen auf Chemokin‐ und Interleukin‐Sekretion untersucht. Diese zeigten, wie 
die nicht transfizierten Mockzellen, keine erhöhten Zytokinexpressionen. 





































































































































Abbildung  3.26:  IL‐8  Sekretion  (pg/ml)  der  mit  pCGN,  pCGN‐IE1,  pCGN‐IE2  und  pCGN‐IE1/2 
transfizierten (A) HRP, (B) RPE und (C) HFF. Die Überstände der transfizierten Zellen wurden mittels 
ELISA Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) 6 h, 24 h und 72 h nach Transfektion untersucht. Als 













































































































































































































































































Abbildung  3.28:  Aktivierung  von  NF‐κB  p50  und  p65  der  mit  pCGN,  pCGN‐IE1,  pCGN‐IE2  und 
pCGN‐IE1/2 transfizierten (A) HRP, (B) RPE und (C) HFF. Die Kernproteinextrakte der transfizierten 


















und  sekretiert  werden.  Des  Weiteren  wurde  das  für  Leukozyten  notwendige 
Adhäsionsmolekül  ICAM‐1  überexprimiert.  Die  Promotoraktivitäten  dieser  fünf  Gene 





Ziel  war  es,  den  Einfluss  auf  die  Promotoren  der  Zytokingene  durch  Koexpression  der 
viralen  IE1/IE2‐Proteine  mittels  des  Luciferase‐Reportergenassays  in  humanen  retinalen 
Perizyten  zu  untersuchen.  Es  wurden  proximal  zum  Transkriptionsstart  gelegene 
Promotorkonstrukte (‐500 bp) und größere (‐3000 bp) distal gelegene Promotorbereiche der 
Zytokingene  generiert.  Erstere  beinhalten  NF‐κB‐binding  sites  und  letztere  gegebenfalls 
potentielle Bindungsstellen anderer Transkriptionsfaktoren. Die mit einer proof‐reading Taq‐
Polymerase  generierten  PCR‐Produkte  der  verschiedenen  Promotorkonstrukte  wurden 
anschließend in den pGL3‐Basic Vektor kloniert, der für das Reportergen firefly Luciferase 
kodiert.  Diese  erzeugt  durch  enzymatische  Umsatz  von  Luciferin  in  Oxiluciferin  eine 
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und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  pRL‐SV40  (renilla)  pro  Transfektionsansatz  eingesetzt.  Als 
Kontrolle  wurden  der  Vektor  pGL3‐Basic  und  das  Kontrollplasmid  pGL3‐Control  transfiziert. 





keine  Reportergenaktivitäten.  In  HFF  zeigten  die  Konstrukte  CCL5  (‐358/+67)  (15,89% 
relative  RLU)  und  CCL5  (‐185/+67)  (12,25%  relative  RLU)  die  höchste  Aktivierung 
(Abbildung 3.31). Dagegen wurde für die Promotorfragmente des CXCL10 Gens (‐2374/+58), 
(‐499/+58)  und  (‐287/+58)  in  den  HFF  erhöhte  Aktivitäten  detektiert.  Insbesondere  die 
Konstrukte CXCL10 (‐499/+58)  (403,02%) und CXCL10 ‐287/+58  (188,41%) besaßen in HFF 
eine hohe Reportergenaktivität. In den retinalen Perizyten und den Cos‐7 Zellen war keine 
Aktivität,  bzw.  nur  eine  minimale  basale  Aktivität  der  CXCL10  Promotorfragmente 
nachweisbar  (Abbildung  3.32).  Für  die  IL‐8‐  und  ICAM‐1‐Promotorkonstrukte  wurde  in 
allen drei Zelltypen auch nur eine geringe (ca. 20%) basale Reportengenaktivität gemessen 
(Abbildung  3.33  und  3.34).  Diese  minimale  Reportergenaktivierung  war  in  den 

































































und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  pRL‐SV40  (renilla)  pro  Transfektionsansatz  eingesetzt.  Als 
Kontrolle wurden der Vektor pGL3‐Basic und das Kontrollplasmid pGL3‐Control transfiziert. Nach 
24 h wurden die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivität im Überstand chemilumetrisch gemessen. 





























































































und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  pRL‐SV40  (renilla)  pro  Transfektionsansatz  eingesetzt.  Als 
Kontrolle wurden der Vektor pGL3‐Basic und das Kontrollplasmid pGL3‐Control transfiziert. Nach 
24 h wurden die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivität im Überstand chemilumetrisch gemessen. 



























Transfektion  der  viralen  Proteine  IE1  und  IE2  eine  gesteigerte  CCL2,  CCL5,  CXCL10, 
Interleukin‐8 und ICAM‐1 Expression in HRP induziert wird. Ziel  war, den Einfluss der 
exprimierten IE1‐, IE2‐Proteine und beider in Kombination auf die Chemokin‐/Interleukin‐ 
und  ICAM‐1‐Promotoren  mittels  der  Luciferase‐Reportergenanalyse  zu  untersuchen.  Die 







IE1/2  zeigte  der  pGL3‐Basic  Vektor  in  HRP,  HFF  und  Cos‐7‐Zellen  keine  erhöhte 
Luciferaseaktivität.  Dagegen  wurde  wie  erwartet  durch  die  Kotransfektion  des  pGL3‐




Um  den  Einfluss  des  „Vollvirus“  auf  den  pGL3‐Basic  und  pGL3‐Control  Vektor  zu 
überprüfen, wurden zusätzlich HCMV‐infizierte Zellen mit beiden Vektoren transfiziert. Der 













































Control  in  (A)  HRP  und  (B)  HFF.  Die  Zellen  wurden  24h  und  72h  p.i.  mittels  Lipofectamin2000 
(Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  transfiziert.  Es  wurden  1,5 μ g  Reporterplasmid  (firefly)  und  50  ng 
Reporterkontrollplasmid (renilla) pro Transfektionsansatz eingesetzt. Nach 24 h wurden die Zellen 
















































































































beider  IE‐Plasmide  kotransfiziert.  In  allen  Transfektionsansätzen  wurde  zusätzlich  der 
Reporterkontrollvektor  pRL‐SV40  (renilla  Luciferase)  mit  transfiziert,  um  alle  Ansätze  zu 
normieren und miteinander vergleichen zu können.  




<  500  bp  wurde  die  gleiche  Aktivität  gemessen  und  ist  bei  größeren  Konstrukten  am 
höchsten.  Die  Regulation  durch  IE2  bzw.  IE1/2  liegt  wahrscheinlich  eher  im  proximalen 
Bereich des Promotors. In Vorhautfibroblasten wurden für die Promotorkonstrukte CCL2 
(‐2522/+55)  und  (‐1355/+55)  aufgrund  der  basalen  Aktivitäten  (Abbildung  3.30)  höhere 
Luciferaseaktivitäten  erwartet.  Da  die  erhaltenen  Luciferaseaktivitäten  niedriger  im 
Vergleich  zur  Basalen  lagen,  lässt  dies  in  den  Promotorbreichen  auf  eine  reprimierende 
Regulation  durch IE1 und IE2 schließen. 
Betrachtet  man  die  Aktivitäten  der  Reportergenkonstrukte  der  anderen  Zytokingen‐





























































































































































wurden  mittels  Lipofectamin2000  (Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  transfiziert.  Es  wurden  1,5 μ g 
Reporterplasmid  (firefly)  und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  (renilla)  pro  Transfektionsansatz 
eingesetzt. Zusätzlich wurden pro Transfektionsansatz 187,5 ng des jeweiligen Expressionsplasmids 
transfiziert.  Als  Kontrolle  wurden  der  Vektor  pGL3‐Basic  und  das  Kontrollplasmid  pGL3‐Control 
transfiziert.  Nach  24  h  wurden  die  Zellen  lysiert  und  die  Luciferaseaktivität  im  Überstand 















































































































































wurden  mittels  Lipofectamin2000  (Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  transfiziert.  Es  wurden  1,5 μ g 
Reporterplasmid  (firefly)  und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  (renilla)  pro  Transfektionsansatz 
eingesetzt. Zusätzlich wurden pro Transfektionsansatz 187,5 ng des jeweiligen Expressionsplasmids 
transfiziert.  Als  Kontrolle  wurden  der  Vektor  pGL3‐Basic  und  das  Kontrollplasmid  pGL3‐Control 
transfiziert.  Nach  24  h  wurden  die  Zellen  lysiert  und  die  Luciferaseaktivität  im  Überstand 















































































































































wurden  mittels  Lipofectamin2000  (Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  transfiziert.  Es  wurden  1,5 μ g 
Reporterplasmid  (firefly)  und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  pRL‐SV40  (renilla)  pro 
Transfektionsansatz eingesetzt. Zusätzlich wurden pro Transfektionsansatz 187,5 ng des jeweiligen 
Expressionsplasmids  transfiziert.  Als  Kontrolle  der  Vektor  pGL3‐Basic  und  das  Kontrollplasmid 
pGL3‐Control  transfiziert.  Nach  24  h  wurden  die  Zellen  lysiert  und  die  Luciferaseaktivität  im 
















































































































































Abbildung  3.40:  IL‐8  Promoteraktivitäten  in  (A)  HRP,  (B)  HFF  und  (C)  Cos‐7‐Zellen.  Die  Zellen 
wurden  mittels  Lipofectamin2000  (Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  transfiziert.  Es  wurden  1,5 μ g 
Reporterplasmid  (firefly)  und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  pRL‐SV40  (renilla)  pro 
Transfektionsansatz eingesetzt. Zusätzlich wurden pro Transfektionsansatz 187,5 ng des jeweiligen 
Expressionsplasmids  transfiziert.  Als  Kontrolle  wurden  das  der  Vektor  pGL3‐Basic  und  das 
Kontrollplasmid  pGL3‐Control  transfiziert.  Nach  24  h  wurden  die  Zellen  lysiert  und  die 





















































































































































wurden  mittels  Lipofectamin2000  (Invitrogen  GmbH,  Karlsruhe)  transfiziert.  Es  wurden  1,5 μ g 
Reporterplasmid  (firefly)  und  50  ng  Reporterkontrollplasmid  pRL‐SV40  (renilla)  pro 
Transfektionsansatz eingesetzt. Zusätzlich wurden pro Transfektionsansatz 187,5 ng des jeweiligen 
Expressionsplasmids  transfiziert.  Als  Kontrolle  wurden  der  Vektor  pGL3‐Basic  und  das 
Kontrollplasmid  pGL3‐Control  transfiziert.  Nach  24  h  wurden  die  Zellen  lysiert  und  die 







den  Bereichen  upstream  von  300  bp  statt  (Abbildung  3.41).  In  retinalen  Perizyten  ist  im 
Bereich zwischen ‐716 bp und +63 bp die höchste Luciferaseaktivität durch Kotransfektion 
mit IE2 und ein synergistischer Effekt von IE1/2 zu detektieren. In diesem Bereich befinden 
sich  potentielle  Bindungsstellen  für  NF‐κB,  AP‐1  und  SP‐1,  welche  an  der 
Promotorregulation  beteiligt  sein  könnten.  Das  größte  distal  gelegene  Promotorfragment 
zeigt  als  einziges  Konstrukt  eine  deutlich  erhöhte  Luciferaseaktivität  durch  die 
Kotransfektion mit IE1 in HRP.  
In  Vorhautfibroblasten  zeigt  nur  das  größte  Reportergenkonstrukt  (‐1509/+63)  eine  hohe 
Luciferaseaktivität.  Die  weiter  proximal  zum  Transkriptionstart  gelegenen  Bereiche  des 
Promotors scheinen in HFF nicht durch IE1/2 reguliert zu werden.  
In  Cos‐7  Zellen  dagegen,  findet  eine  Regulation  des  ICAM‐1‐Promotors  im  proximalen 
Abschnitt von ‐125 bp bis ‐330 bp statt. Dieser Bereich wird vor allem durch IE2 verstärkt 
reguliert.  
Zusätzlich  wurden  die  Koexpressionsversuche  auch  mit  Vollvirus  infizierten  Zellen 
durchgeführt.  Es  wurden  die  gleichen  Ergebnisse  wie  in  den  mit  IE1/2  kotransfizierten 
Zellen erzielt. Dies bestätigt, dass die viralen Proteine IE1, insbesondere IE2, für eine erhöhte 
Expression der Zytokine und somit auslösend für inflammatorische Prozesse während einer 









Die  HCMV‐Retinitis  ist  eine  der  bedeutendsten  Infektionen  bei  immunsupprimierten 
Patienten.  Mittlerweile  stellt  eine  Infektion  mit  dem  Zytomegalievirus  eine  der 
Hauptursachen  für  ein  Transplantationsversagen  nach  dem  ersten  Jahr  aufgrund  einer 
Transplantatvaskulopathie  bei  Organtransplantaten  dar.  In  diesen  Fällen  kommt  es  zu 
besonders schweren und sogar tödlichen Verläufen. Am häufigsten sind das Auge (HCMV‐
Retinitis), der Magen‐Darm‐Trakt und die Lunge betroffen (Koskinen et al., 1993; Kern et al., 
2005).  Bei  einer  Reaktivierung  von  latenten Viren  oder  einer  Primärinfektion  mit  HCMV 
kann es zu einer lytischen Vermehrung des Virus kommen. Dabei beeinflusst die produktive 
HCMV‐Infektion  die  zelluläre  Genexpression  auf  unterschiedliche  Weise,  um  die  eigene 
Vermehrung zu begünstigen und voranzutreiben. In der Retina kommt es so durch pro‐
inflammatorische  Prozesse  zu  Entzündungen,  welche  mit  einem  starken  Sehverlust 
verbunden sind und bis zur Erblindung führen können.  
Es  ist  schwierig,  die  Latenz  von  HCMV  in  Menschen  zu  untersuchen.  Als  allgemeines 
Zellkulturmodell  zur  Untersuchung  der  HCMV‐Replikation  und  Latenz,  werden 
Fibroblasten verwendet, welche in vitro gut, aber in vivo meist sehr schlecht bis überhaupt 
nicht infiziert werden. Daher werden für die Untersuchung der in vivo Prozesse geeignetere 
Zellmodelle  benötigt  (Detrick  et  al.,  1996).  Bisher  werden  RPE  (retinale  Pigment‐
epithelzellen)  in  vivo  als  spezifisches  Zellmodell  für  eine  Retinitis  verwendet. Weitere  an 
einer HCMV‐Retinitis beteiligte Zelltypen könnten zur Klärung der Mechanismen bei einer 
HCMV‐Infektion  sowie  –Replikation  in  der  Retina  beitragen.  Es  gibt  einige  Unterschiede 
zwischen  den  beiden  erwähnten  Zellmodellen.  Im  Gegensatz  zu  den  leicht  infizierbaren 
Fibroblasten, in denen die Expression der viralen Proteine sehr hoch ist, repliziert HCMV in 
RPE atypisch. Ferner ist der Replikationszyklus in RPE sehr langsam, die Zellen produzieren 
infektiöse  Viren,  ohne  einen  CPE  (zytopathischen  Effekt)  zu  zeigen,  und  die  viralen  IE 
Proteine werden nur in geringen Umfang exprimiert (Detrick, 1996; Adair, 2006; Detrick & 
Hooks,  2010).  Diese  Eigenschaften  könnten  in  Bezug  auf  die  virale  Persistenz  und  die 
Aktivierung in der Retina eine wichtige Rolle spielen. Bisher ist noch unklar, ob retinale 
Perizyten, welche zur inneren BRS gehören, bei einer HCMV‐Retinitis involviert sind. Die 
Untersuchung  der  Perizyten  bezüglich  einer  HCMV‐Infektion,  der  IE‐Expression,  des 












Kapillaren  und  postkapillaren  Venolen  der  inneren  Blut‐Retina  Schranke  umkleiden.  Sie 
sind,  gemeinsam  mit  den  Endothelzellen,  von  einer  Basalmembran  umgeben.  Perizyten 
kommen  nicht  nur  an  den  Retinakapillaren  vor,  sondern  sind  auch  mit  peripheren 
Mikrogefäßen  assoziiert  und  den  Kapillaren  der  Blut‐Hirn  Schranke.  Aufgrund  der 
Expression von spezifischen kontraktilen Proteinen wird vermutet, dass Perizyten an der 
Regulation des kapillaren Blutstroms beteiligt sind (Tilton et al., 1979; Bandopadhyay, 2001). 







präsentierende  Zelle)  Funktion  und  die  Inhibierung  der  T‐Zellfunktion  verantwortlich. 
Außerdem ist TGF‐β an verschiedenen Fehlfunktionen im Auge, wie der Netzhautablösung, 





die  Eliminierung  fremder  im  Gehirn  befindlicher  Stoffe,  wie  z.B.  Abfallprodukte,  durch 
Phagozytose im Rahmen der Immunabwehr (Cancilla et al., 1972; Rucker et al., 2000; Rezaie 






wie  beispielsweise  den  (D)‐Glukosetransporter  und  das  P‐Glykoprotein  (Hosoya  & 
Masatoshi, 2005).  
Auch  in  der  Pathologie  der  Blut‐Retina  Schranke  (BRS)  wird  den  Perizyten  eine  immer 
wichtigere  Rolle  zugeschrieben.  Die  BRS  hat  eine  bedeutende  Funktion  für  die 
homöostatischen  Regulation  in  der  Retina.  Sie  besteht  aus  äußeren  (RPE)  und  inneren 
Komponenten (Endothelzellen, Astrozyten, Müller Zellen und Perizyten). In vielen Studien 
wurde  die  Schädigung  der  inneren  BRS  aufgrund  einer  diabetischen  Retinopathie,  dem 




Einblutungen  und  letztendlich  zu  Gewebeschädigungen  führt  (Kaur  et  al.,  2008).  In  der 
Retina liegt der Anteil an Perizyten bei ca. 40% und stellt somit den höchsten Anteil im 
Organismus  dar.  Die  retinalen  Kapillaren  sind  von  mehr  Perizyten  umgeben,  als  die 
Kapillaren  in  der  zerebralen  Rinde  (Frank  et  al.,  1990).  Das  Verhältnis  von  Perizyten  zu 
Endothelzellen  beträgt  1:1.  Die  Perizyten  regulieren  den  vaskulären  Druck,  stützen  die 







Dieser  Zelltyp  wurde  bisher  noch  nicht  auf  seine  Infizierbarkeit  mit  dem  humanen 
Zytomegalievirus  und  die  Beteiligung  an  einer  HCMV‐Retinitis  untersucht.  Es  ist 




Retina  infiziert,  die  nekrotisieren  und  vernarben.  Vermutlich  verhindern  die  retinalen 







al.,  2002;  Antonetti  &  Wolpert,  2003;  Haruta  et  al.,  2004).  Es  existierten  jedoch  keine 
Protokolle für die Kultivierung von Primärkulturen für die Zellen der inneren BRS. Dies gilt 
ebenso  für  die  Isolation  und  Zellkultur  von  Perizyten.  Derzeit  gibt  es  nur  wenige 









Perizytenisolation  nicht  mehr  geeignet  waren.  Ferner  war  bei  der  geringen  Anzahl  an 
intakten  Spenderaugen  sehr  selten  ein  Spender  unter  50  Jahre  alt.  Auch  Hohman  (1989) 
versuchte,  seine  Methodik  für  die  Isolation  von  bovinen  retinalen  Perizyten  auf  humane 
Perizyten zu übertragen. Dabei beschreibt er die sehr schwierige Präparation der Retina aus 
humanen Augen. Ein Auswachsen der Perizyten aus den kapillaren Fragmenten war nur 
möglich,  wenn  die  Retinae  der  Spenderaugen  in  den  ersten  24  Stunden  post  mortem 
entnommen  wurden  und  die  Spender  jünger  als  35  Jahre  waren.  Dabei  ist  es  ihm  nicht 
gelungen,  die  humanen  retinalen  Perizyten  über  1‐2  Passagen  zu  kultivieren.  Für  die 












einige  Präparationstechniken  zum  Einsatz,  wie  z.  B.  das  Auswachsen  der  Perizyten  aus 
einem Gewebestück oder der enzymatische Verdau mit einer Kollagenaselösung (0,2%) mit 
anschließender Zentrifugation über ein 30 μm bis 100 μm großes Zellnetz. Die kultivierten 
Zellen  aus  der  Haut  wurden  nach  ihrer  Morphologie  beurteilt  und  die  Zellen  ohne 
„Perizytenmorphologie“  entfernt.  Ferner  wurden  Perizytenkolonien  vereinzelt  und  Klone 
isoliert. Diese konnten jedoch kaum vermehrt werden bzw. stellten ihr Wachstum bald ein. 
Somit ist die Isolation und Kultivierung von Perizyten aus allen Geweben sehr schwierig, 
auch  wenn  genügend  Versuchsmaterial  zur  Verfügung  steht.  Das  Auge  mit  seinem 





(2,4  U/mg/172  U/mg)  zum  enzymatischen  Aufschluss  der  retinalen  Kapillaren.  Die 
Verwendung  anderer  Enzyme  bzw.  eines  abweichenden  Konzentrationsgemisches  von 
Dispase und Kollagenase führte zu keiner erfolgreichen Isolation von HRP. Ferner war die 
Zentrifugation des Zelllysates über ein 70 μm bis 100 μm großes Zellnetz und die Aussaat 
der  Perizyten  auf  mit  Fibronektin  oder  ECM  beschichtete  Zellkulturgefäße  von  großer 
Bedeutung. Ohne die Zentrifugation über das Zellnetz wurden keine reinen Primärkulturen 
erhalten.  Die  spezifische  Beschichtung  der  Kulturgefäße  war  für  die  Anhaftung  und  das 
Wachstum  der  Zellen  essentiell.  Einer  der  Hauptfaktoren  zur  Kultivierung  und  dem 
Passagieren von HRP war  die Optimierung des Kultivierungsmedium durch Zugabe von 
15 %  fetalem  Kälberserum,  5%  humanen  Serum  und  0,01%  des  Wachstumsfaktor  bFGF. 
Ohne deren Zusatz konnten die HRP nicht passagiert werden. 
Zur Identifikation und Charakterisierung der Primärkulturen wurden immunhistochemische 
Färbungen  für  kontraktile  Proteine,  welche  spezifisch  für  Perizyten  sind,  durchgeführt. 
Retinale Perizyten exprimieren α‐smooth muscle Aktin, β‐Aktin, non‐smooth muscle Myosin 
und Vimentin (Bandopadhyay et al., 2001; Maier et al, 2010). Diese Proteine wurden in den 










mit  einem  deutlichen  zytopathischen  Effekt  nachweisbar  (Abbildung  3.5).  Nach  8  bis  15 
Tagen der Infektion konnten keine weiteren Zellen mit CPE gefunden werden. Es ist bereits 
von RPE bekannt, dass diese im Gegensatz zu Vorhautfibroblasten bei höheren MOI keine 






Effekt.  Um  zu  untersuchen,  ob  HCMV  auch  in  HRP  replizieren  kann,  ohne  eine  CPE 






der  Expression  der  viralen  Proteine  übereinstimmte  (Detrick  et  al.,  1996),  war  bei  den 





in  der  Expression  der viralen  Proteine.  Jedoch  sind  auch deutliche  Differenzen  zwischen 
HRP  und  RPE  nachweisbar.  Die  geringe  Expression  der  IE‐Proteine  in  RPE  wird  in 
Zusammenhang  mit  der  Persistenz  von  HCMV  in  der  Retina  durch  die  Umgehung  des 
Immunschutzes gebracht. Die Zellen werden nicht lysiert und das Zytomegalievirus kann 






hängen,  welche  die  Apoptose  in  Zellen  hemmen  und  die  Zelle  in  den  Zellzyklusarrest 
treiben können (Skaletskaya et al., 2001). In produktiv infizierten Fibroblasten führt HCMV 
zu einem Zellzyklusarrest in der G1‐Phase (Jault et al., 1995; Lu & Shenk, 1996; Dittmer & 
Mocarski,  1997).  Die  Stimulation  der  Nukleotid‐  und  Replikationsfaktorsynthese  bei 
gleichzeitiger  Inhibierung  der  DNA‐Synthese  scheint  eine  essentielle  Voraussetzung  für 













Zellen  ein  zytopathischer  Effekt  nachgewiesen  wurde.  In  der  Vorhautfibroblastenkultur 
zeigten nahezu alle Zellen einen starken CPE.  Die Replikation von HCMV ist somit in HRP 
ebenfalls verzögert. Jedoch nicht so stark wie in RPE Zellen.  







zerstört  wird  und  so  die  RPE  Zellen  infiziert  werden  (Rao  et  al.,  1998).  Gliazellen, 
mikrovaskuläre  Endothelzellen  und  RPE  werden  als  Zielzellen  einer  HCMV‐Retinitis 





aufweisen  und  die  retinalen  Gefäße  intakt  bleiben,  besteht  die  Vermutung,  dass  die 
Perizyten eine schützende Funktion ausüben. In infizierten Perizyten konnte in vitro nur ein 
sehr  geringer  CPE  und  eine  Lyse dieser  Zellen  festgestellt  werden, was  die  schützenden 
Eigenschaften dieses Zelltyps bestätigt.  
IE‐Proteine  spielen  eine  wichtige  Rolle  in  der  HCMV‐Zellinteraktion  und  lösen  pro‐
inflammatorische Prozesse aus. Um die Rolle von HCMV an inflammatorischen Prozessen 
genauer  zu  untersuchen,  wurden  Expressionsanalysen  für  die  viralen  IE‐Proteine, 






und  SP‐1,  aktiviert  (Boldogh  et  al.,  1990).  Diese  Transkriptionsfaktoren  gelten  als  schnell 
aktivierbare Regulatoren verschiedener biologischer Abwehrprozesse, z.B. im Rahmen der 
Antwort auf proinflammatorische Stimuli (Barnes et al., 1997). NF‐κB verändert durch seine 




werden.  Dagegen  waren  beide  Untereinheiten  in  infizierten  HFF  aktiviert  und  im  Kern 
lokalisiert. In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass nach 30 min in HCMV‐
infizierten HFF  eine Translokation der NF‐κB Untereinheiten in den Zellkern stattfindet, in 




immunprivilegierten  Retina  charakterisiert  ist.  Die  retinalen  Perizyten  könnten  so  die 
schützenden  Zellen  der  inneren  BRS  sein,  wie  die  RPE  für  die  äußere  BRS.  In  anderen 
Zelltypen, wie Fibroblasten, HUVEC und Monozyten ist die schnelle Induktion der NF‐κB 





Transaktivierung  der  NF‐κB‐Gene  erfolgt  durch  die  Modulation  zellulärer  Faktoren  und 





weitere  spezifische  Mechanismen  für  die  Infektion  und  Vermehrung  verwendet.  Es  wird 
postuliert,  dass  in  HCMV‐infizierten  Endothelzellen  keine  IE‐Proteine  produziert  werden 
und die Virusreplikation reprimiert wird, wenn der NF‐κB Signalweg inhibiert wird. Ferner 
wird  die  Sekretion  proinflammatorischer  Chemokine,  wie  IL‐8,  CXCL10  und  CCL5  in 
HCMV‐infizierten  Endothelien  durch  die  NF‐κB  Inhibierung  unterdrückt  (Caposio  et  al., 
2007). Dies könnte für die immunprivilgierten Eigenschaften der retinalen Zellen HRP und 
RPE von Bedeutung sein.   
Ferner  wurden  die  Expression  der  Transkriptionsfaktoren  SP‐1  und  AP‐1  in  infizierten 
Perizyten  untersucht.  Dabei  konnte  nur  eine  Aktivierung  des  Transkriptionsfaktors  AP‐1 
festgestellt werden. AP‐1 ist ein Heterodimer‐Komplex, welches aus Mitgliedern der Jun‐ 
und  Fos‐Familien  besteht.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  c‐Jun  und  c‐Fos,  welche  die 








Immunopathologische  Prozesse  bei  der  Inflammation  und  Infektion  werden  durch 
verschiedene  Zytokine,  Chemokine,  Transkriptionsfaktoren  und  extrazellulärer  Proteine, 













und  der  Inhibierung  der  Apoptose  beteiligt  sein.  In  retinalen  Perizyten  wurden  die 
Expression  der  Integrine  und  der  EGF‐R  während  der  HCMV‐Infektion  untersucht.  Im 




zwischen  der  Expression  der  viralen  Gene  und  des  EGF‐R  sowie  des  Integrins α vβ3 
untersucht.  Sie  behaupten,  dass  IE1  und  IE2  nur  in  EGF‐R  und α vβ3  positiven  Zellen 
exprimiert werden. In retinalen Perizyten scheinen der EGF‐Rezeptor und das Integrin αvβ3 











vermittelt  den  Viruseintritt  (Feire  et  al.,  2010).  Für  neue  therapeutische  Ansätze  könnten 
Antikörper  gegen  die β 1‐Integrin‐Untereinheiten  entwickelt  werden,  welche  die  Bindung 
von  HCMV  an  die  Zelle  blockieren.  Dies  könnte  insbesondere  für  die  Behandlung  der 
















In  den  infizierten  Perizyten  wurde  die  ICAM‐1  Expression  deutlich  gesteigert.  Dagegen 
zeigten  die  infizierten  Vorhautfibroblasten  bei  einer  HCMV‐Infektion  keine  erhöhte 
Expression.  Die  gesteigerte  ICAM‐1  Expression  ist  in  Perizyten,  im  Gegensatz  zu  RPE, 
essentiell für die Bindung von Jurkat‐Zellen im Adhäsionsassay. In infizierten  HRP binden, 










Einblutungen  in  Gefäßnähe  während  einer  HCMV‐Retinitis  sein.  Eine  erhöhte  ICAM‐1 
Expression wurde auch während einer diabetischen Retinopathie und Makuladegeneration 
(AMD)  beobachtet.  Verschiedene  Gruppen  haben  eine  Hochregulation  von  ICAM‐1  in 
























Hauptfunktionen  ist  die  Immunregulation  durch  die  Produktion  von  Chemokinen. 
Chemokine  sind  Chemotraktanten  für  Leukozyten,  die  zu  inflammatorischen  Infiltraten 
führen können (Murphy et al., 2000; Detrick & Hooks, 2010). Die Chemokine werden in zwei 
Hauptklassen unterteilt; in die CC‐ und CXC‐Klasse. Zu den CXC‐Chemokinen gehört das 
Interleukin  8  (IL‐8),  welches  ein  wichtiges  Attraktant  für  neutrophile  Leukozyten  ist 
(Baggiolini  et  al.,  1995;  Rollins,  1997).  CXCL10  wird  durch  INF‐γ  induziert,  gilt  als 
Chemoattraktant für Monozyten, T‐Zellen, NK‐Zellen und dendritische Zellen und fördert 
die  T‐Zellen‐Adhäsion  an  Endothelzellen  (Angiolillo  et  al.,  1995;  Dufour  et  al.,  2002). 
Interleukin 6 (IL‐6) agiert als pro‐ und antiinflammatorisches Zytokin. Es wird von T‐Zellen 
und Makrophagen sekretiert und stimuliert die Immunantwort in verletztem Gewebe. Die 











HCMV‐infizierten  Monozyten,  Astrozyten  und  Fibroblasten  gezeigt  (Craigen  et  al.,  1997; 
Murayama, 1998; Cinatl et al., 2000), während in primären Endothelzellen keine erhöhte IL‐8 
Sekretion nachzuweisen war (Billstrom Schroeder & Worthen 2001). Somit scheint IL‐8 an 





geringe  Expression  in  HCMV‐infizierten  RPE  bestätigt.  Die  HCMV‐infizierten  HRP 
sekretierten dieses Chemokin jedoch sehr stark. Für diesen Zelltyp spielt es während einer 
HCMV‐Infektion  und  der  T‐Zellen‐/Monozytenaktivierung  eine  bedeutende  Rolle.  Das 








der  retinalen  Pathophysiologie  spricht.  In  den  retinalen  Perizyten  könnte  dieses  Zytokin 
somit eine Schlüsselrolle in der HCMV‐Retinitis spielen. Als starker Lockstoff und Aktivator 














während  einer  Coronavirus‐Retinopathie  verantwortlich  ist  (Detrick  et  al.,  2008).  Ferner 
wurde  in  infizierten  RPE  mit  dem  H5N1  Influenzastamm  eine  CXCL10  Überexpression 








In  retinalen  Perizyten  sind  die  Zytokine  CCL2,  CCL5,  CXCL10  und  IL‐8  an  der  HCMV‐
Infektion beteiligt und könnten so bei der Replikation von HCMV in HRP, der Infektion 
anderer  retinaler  Zelltypen,  der  Bildung  von  Leukozyteninfiltraten  in  der  Retina,  den 






Zu  überprüfen,  ob  die  Überexpression  und  gesteigerte  Sekretion  der  Zytokine  durch  die 
viralen Proteine IE1 und IE2 induziert werden, wurden die Zellen mit Expressionsplasmiden 
für  diese  Proteine  transfiziert.  In  HRP  wurden  die  Chemokine  CCL5,  CXCL10  und  IL‐8 














den  Transfektionsversuchen  konnte  gezeigt  werden,  dass  vor  allem  IE2  für  die 
Überexpression der Chemokine in HRP und RPE verantwortlich ist. Es gibt jedoch Studien, 









über  Protein‐Protein‐  als  auch  Protein‐DNA‐Interaktionen  erfolgen.  Das  IE2‐Protein  kann 














Durch  die  Transfektion  mit  den  Expressionsplasmiden  für  die  IE‐Proteine  wurde  die 
Sekretion verschiedener Chemokine in HRP verstärkt. Um den Einfluss der viralen Proteine 







Zellen  untersucht.  Dabei  stellte  sich  heraus,  dass  der  CCL2‐Promotor  in  HRP  und  HFF 
bereits eine deutliche Reportergenaktivität zeigt. CCL2 wird in allen vaskulären Zellen, die 
an inflammatorischen Prozessen beteiligt sind, sekretiert. Es stimuliert die Rekrutierung von 
Perizyten  und  glatten  Muskelzellen  zu  den  Endothelzellen  und  ist  wichtig  für  die 
Gefäßbildung  (Karpatkin,  2007;  Zhang  et  al.,  2008).  Dabei  aktiviert  TGF‐β  die 




Retinopathie  nachgewiesen.  Dies  wird  mit  der  erhöhten  Permeabilität  der  Gefäße  in 
Verbindung gebracht wird. Durch blockierende Antikörper gegen CCL2 bildeten sich wieder 
neue und gesunde Gefäße (Mitamura et al., 2001; Davies et al., 2006 & 2008; Zhang et al., 
2006  &  2008).  Somit  könnte  eine  Überexpression  des  Chemokins  für  die  Einblutungen 
während  der  HCMV‐Retinitis  verantwortlich  sein.  Ferner  induziert  CCL2  die  Expression 
proinflammatorischer Zytokine und erhöht die Induktion von Signalkaskaden, welche die 









miteinander.  Die  Transaktivierung  der  Zytokinpromotoren  erfolgt  über  weiter  distal 






(‐126/‐120)  liegen  und  das  entsprechende  Reportergenkonstrukt  eine  erhöhte  
Luciferaseaktivität zeigt (Wen & Wu, 2001). Im CXCL10‐Promotor befinden sich potentielle 
Bindungsstellen  für  AP‐1  im  Bereich  von ‐ 533  bp  bis ‐ 237  bp.  Diese  Promotorkonstrukte 
zeigten  durch  Expression  der  IE‐Proteine  die  höchste  Luciferaseaktivität  (Borgland  et  al., 
2000).  Im  CCL5‐Promotor  sind  im  Bereich  von ‐ 421  bp  bis  –  181  bp  potentielle  AP‐1 




wurde  auch  für  das  Adhäsionsmolekül  Luciferase‐Reportergenanalysen  durchgeführt.  In 
HRP, sowie in den HFF‐Kontrollzellen und Cos‐7, wurden keine basalen Aktivitäten für die 
ICAM‐1‐Promotorgenkonstrukte gemessen. Dies war zu erwarten. Jedoch wurde durch die 
Koexpressionen  von  IE2  und  IE1/2‐Expressionsplasmide  in  den  Promotorbereichen 
downstream  von  300  bp  eine  erhöhte  Luciferaseaktivität  gemessen.  Die  höchste 
Reportergenaktivität  wurde  für  den  ICAM‐1‐Promotorbereich  von ‐ 716  bp  bis  +63  bp 
detektiert, in welchem sich potentielle Bindungsstellen für NF‐κB (‐183/‐498), SP‐1 (‐203/‐53), 
AP‐1 und weitere Transkriptionsfaktoren befinden. Burns et al. (1999) konnten zeigen, dass 
IE2  als  Transaktivator  des  ICAM‐1  Promotors  fungiert.  Sie  postulierten  eine  maximale 
Transaktivierung des Promotors in den Bereichen > 370 bp distal vom Transkriptionstart. In 
HFF  zeigte  die  Kotransfektion  mit  IE2,  IE1/2‐Expressionsplasmide  und  dem 
Promotorkonstrukt (‐1509/+65) die höchste Luciferaseaktivität. Kronschnabl & Stamminger 
(2003)  beschreiben  eine  sehr  starke  Promotoraktivierung  durch  den  Vollvirus  und  IE2  in 
kotransfizierten  Gliablastomzellen  U373MG.  Sie  postulieren,  dass  an  dieser  starken 
Promotoraktivierung  nicht  die  nahe  zum  Transkriptionsstartpunkt  gelegenen  NF‐κB 
Bindungstellen beteiligt sind, sondern der ICAM‐1‐Promotorbereich strangabwärts von ‐53, 
in  welchen  potentielle  AP‐1‐  und  SP‐1‐Bindungstellen  liegen.  Sie  widersprechen  den 
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, in denen eine NF‐κB‐Aktivierung durch HCMV und 














Hierdurch  ist  es  nun  möglich,  Perizyten  über  12‐15  Passagen  zu  kultivieren.  Dies 





Ein  möglicher  Zellzyklusarrest  von  infizierten  Perizyten  in  der  G1‐Phase  oder  S‐Phase, 
welcher  für  die  Virusreplikation  wichtig  ist,  könnte  mittels  Zellzyklusanalyse  am 
Durchflusszytometer festgestellt werden. Die nicht lytische Infektion ist wichtig für die Auf‐
rechterhaltung  der  Blut‐Retina  Schranke  und  somit  eine  Schutzfunktion  der  Perizyten. 
Durch  die  Produktion  infektiöser  Viruspartikel  können  andere  retinale  Zellen  infiziert 
werden, dennoch bleiben die Perizyten intakt und verhindern somit weitere Einblutungen in 
die  Retina,  was  z.B.  bei  der  Zerstörung  der  Perizyten  während  einer  diabetischen 








IE2  mit  AP‐1  zu  bestätigen,  müssten  weitere  Versuche,  wie  z.B.  EMSA‐  (Electrophoretic 
mobility  shift  assay)  oder  ChIP‐Assay‐  (Chromatin‐Immunopräzipitation)  Analysen 
durchgeführt werden. Somit könnten Wechelwirkungen spezifischer Transkriptionsfaktoren 
mit den viralen Proteine sowie Protein‐DNA‐Interaktionen nachgewiesen werden und die 





Transkriptionsfaktoren  Transaktivatorkomplexe.  In  den  meisten  Zellen  erfolgte  die 
Promotoraktivierung  der  Zytokingene  und  anderer  Gene  durch  den  Transkriptionsfaktor 
NF‐κB (Matsusaka et al., 1994; Murayama et al., 2000). Somit scheinen die retinalen Perizyten 
während  einer  HCMV‐Retinitis  eine  besondere  Stellung  in  Bezug  zu  ihren 
immunpriveligierten  Eigenschaften  einzunehmen  und  könnten  als  neues  Zellmodell  zur 
Untersuchung einer HCMV‐Retinitis dienen. Perizyten sind durch ihren hohen Anteil in der 
Retina von großer Bedeutung. Sie schützen die Retina und sind für die Ausbildung, Struktur 
und  Stabilität  der  Mikrogefäße  verantwortlich.  Perizyten  schützen  aktiv  die  Blut‐Hirn 
Schranke und sind als Zellmodell für die Grundlagenforschung von sehr großer Bedeutung. 
Detailliertere  Untersuchungen  einer  HCMV‐Infektion  in  retinalen  Perizyten  könnten  den 
Replikationsmechanismus  von  HCMV  und  die  damit  verbundenen  inflammatorischen 








Humanen  Zytomegalievirus  und  deren  mögliche  Beteiligung  an  einer  HCMV‐Retinitis 
untersucht.  Zunächst  wurde  die  Isolation,  Kultivierung  und  Vermehrung  von  humanen 
retinalen Perizyten (HRP) etabliert. Eine erfolgreiche Isolation der HRP ist abhängig vom 









keine  lytische  Infektion  stattfindet  und  nur  wenige  Zellen  einen  zytopathischen  Effekt 
zeigen.  Mithilfe  von  Titerbestimmungen  und  elektronenmikroskopischen  Aufnahmen 
infizierter Perizyten konnte die Virusreplikation und die Bildung reifer bzw. funktioneller 
Viruspartikel nachgewiesen werden. Zusätzlich wurde die Expression der viralen IE‐ und 
late‐Proteine  in  HCMV‐infizierten  Perizyten  mittels  Immunfluoreszenzmikroskopie  und 
quantitativer  RealTime‐PCR  nachgewiesen.  Während  einer  HCMV‐Infektion  werden 
unterschiedliche  inflammatorische  Prozesse  induziert.  Dazu  gehört  z.  B.  die  Aktivierung 
zellulärer  Transkriptionsfaktoren,  welche  durch  ihre  Bindung  an  Promotorregionen  die 
Transkription verschiedener Gene die für Zytokine und Adhäsionsmoleküle kodieren, und 
andere  Transkriptionsfaktoren  beeinflussen  (Pahl,  1999).  Der  Transkriptionsfaktor  NF‐κB 
wird als Hauptregulator für die HCMV‐Replikation beschrieben, in retinalen Perizyten wird 
NF‐κB jedoch nicht aktiviert. Mittels Immunfluoreszenzfärbung und Genexpressionsstudien 
konnte  ein  weiterer  proinflammatorischer  Prozess,  die  Überexpression  von  ICAM‐1,  in 
infizierten Perizyten nachgewiesen werden. ICAM‐1 bewirkt die Infiltration und Anhaftung 
von  Leukozyten  an  infizierten  Zellen.  Durch  Adhäsionsstudien  wurde  eine  4,6‐fach 














untersuchen.  Nur  der  CCL2‐Promotor  (‐1355/+55)  zeigte  eine  erhöhte  basale  Promotor‐
aktivität.  Um  den  Einfluss  der  IE‐Proteine  auf  die  Promotoren  zu  untersuchen,  wurden 
Kotransfektionen mit den Expressionsplasmiden für IE1/2 und den Reportergen‐konstrukten 
der  Zytokingene  durchgeführt.  Dabei  zeigten  die  Analysen  mit  den  Minimalpromotoren 
(TATA‐Box/NF‐κB  Bindungsstellen)  keine  erhöhten  Luciferaseaktivitäten.  NF‐κB  wurde 
durch eine HCMV‐Infektion nicht aktiviert, somit ist die Transaktivierung der Promotoren 
von  CCL2,  CCL5,  CXCL10,  IL‐8  und  ICAM‐1  in  infizierten  Perizyten  vermutlich  NF‐κB 
unabhängig. Die Transaktivierung dieser Promotoren könnte durch AP‐1 vermittelt sein, da 
die  höchsten  Luciferaseaktivitäten  durch  die  Kotransfektion  mit  strangabwärts  gelegenen 




In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  primäre  humane  Perizyten  isoliert  und  erstmals  mit 
HCMV  infiziert.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  diese  Zellen  als  Modellsystem  zur 
Untersuchung  einer  HCMV‐Retinitis  von  großer  Bedeutung  sind.  Aufgrund  ihres  hohen 
Anteils in der Retina, ihrer schützenden Funktion für die Blut‐Retina Schranke sowie ihrer 
Beteiligung  an  der  HCMV‐Retinitis  spielen  diese  bisher  nur  wenig  untersuchten  Zellen, 
offensichtlich  eine  große  Rolle  im  immunpriviligiertem  Auge.  Für  die  Etablierung  neuer 
Therapieansätze  für  eine  HCMV‐Retinitis  könnten  detailliertere  Untersuchungen  retinaler 
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aus  Schriften  Entlehnungen,  soweit  sie  in  der  Dissertation  nicht  ausdrücklich  als 
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